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0 Abkürzungsverzeichnis 
Abb. Abbildung 
AOM akute Otitis media 
APV Avian Pneumovirus 
bp Basenpaare 
CD Cluster of Differentation 
cDNS komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CMV Zytomegalievirus 
CPE zytopathischer Effekt 
CT Computertomographie 
ddNTP Didesoxynukleosid-Triphosphat 
DNS Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxynukleosid-Triphosphat 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EEG Elektroenzephalogramm 
ELISA Enzym Linked Immunosorbent Assay 
EMEM Eagle's Minimal Essential Medium 
F-Protein Fusions-Protein 
GCS Glasgow Coma Scale 
G-Protein Glyko-Protein 
Hg Quecksilber 
hMPV humanes Metapneumovirus 
HN Hämagglutinin-Neuraminidaseprotein 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
kb Kilobasen 
L Largeprotein 
LB Luria-Bertani 
M Membranprotein 
MCS Multiple Klonierungsstelle 
MIBE measles inclusion body encephalitis 
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MPV Metapneumovirus 
mRNS Messenger-Ribonukleinsäure 
MRT Magnetresonanztomographie 
N-Protein Nukleokapsid-Protein 
PBS Phosphat gepufferte Salzlösung 
PCR Polymerasekettenreaktion 
P-Protein Phospho-Protein 
RNS Ribonukleinsäure 
rpm Umdrehungen pro Minute 
RSV Respiratorisches Synzytialvirus 
RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 
SSPE Subakute sklerosierende Panenzephalitis 
ST Schnelltest 
Tab. Tabelle 
tMK tertiary monkey kidney cells 
tRNS Transfer-Ribonukleinsäure 
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1 Einleitung: Der „banale“ respiratorische Infekt im Kindesalter 
Der häufigste Grund der Vorstellung eines Kindes bei einem Kinderarzt ist eine Erkrankung der 
oberen Atemwege. Auf dem Boden der noch nicht vollkommen ausgebildeten immunologischen 
Kompetenz und der funktionellen anatomischen Besonderheiten der Bronchien sowie der noch 
nicht vollkommen ausgereiften mukoziliären Reinigungsfunktion erkranken Kleinkinder im 
Schnitt sechs- bis achtmal, ein 9-Jähriger drei- bis viermal und ein 12-Jähriger ein- bis zweimal 
im Jahr an einem respiratorischen Infekt (Koletzko 2000, Niederman 2003). Mit einem Prozent-
satz von 60-90% nehmen die viralen Infektionen (hier vor allem Adenoviren, Rhino- und Ortho-
myxoviren) die größte Gruppe ein. Neben diesen scheint aus der Gruppe der Paramyxoviren be-
sonders bei Säuglingen und Kleinkindern das im Jahr 2001 von van den Hoogen und Mitarbeitern 
(van den Hoogen et al. 2001) erstmals beschriebene humane Metapneumovirus (hMPV) eine her-
ausragende Rolle als Erreger von Infekten der unteren und oberen Atemwege zu spielen sowie 
Trigger eines Asthma bronchiale bzw. eines hyperreagiblen Bronchialsystems zu sein. 
Es ist möglich, den einzelnen Virusgruppen verschiedene anatomische Prädispositionsstellen zu-
zuschreiben (Tabelle 1), jedoch handelt es sich meist um deszendierende Infektionen, die sich 
entlang der bestehenden anatomischen Strukturen ausbreiten. 
 
 
Viren 
 
„Banaler“ 
Infekt 
 
Pharyngitis 
 
Subglottische 
Laryngitis 
(Krupp) 
 
Bronchiolitis 
des Säug-
lings 
 
Obstruktive 
Bronchitis 
 
Pneumonie 
 
Influenza 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
 
 
+ 
 
+ 
Parainfluenza ++ + +++ ++ + ++ 
RS ++  + +++ + ++ 
Rhino +++    ++  
Adeno  +++ +    
 
hMPV 
 
++ 
  
 
++ 
 
+ 
 
 
Tab. 1:  Zuordnung von Virusinfektionen zu anatomischen Prädispositionsorten im Atemwegstrakt 
 
Die anfänglichen Symptome sind ein reduzierter Allgemeinzustand, Husten, Heiserkeit, Rhinitis, 
Halsschmerzen und Fieber über 38°C. Beim Übergang der Infektion in Bereiche des tieferen Re-
spirationstraktes kann sich eine Laryngotracheobronchitis, eine Bronchitis, eine Bronchiolitis, die 
bevorzugt bei Kleinkindern auftritt, oder eine Bronchopneumonie entwickeln. Bei komplikations-
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losem Verlauf kommt es nach 5-7 Tagen zu einem deutlichen Rückgang der beschriebenen Sym-
ptomatik (Turner 1998).  
Häufig auftretende Komplikationen sind Otitis media (Corbell et al. 2004, Heikkinen et al. 1999, 
Monobe et al. 2003) und bakterielle Superinfektionen mit Haemophilus influenza, Pneumokok-
ken oder Streptokokken, aber auch eine spätere Prädisposition zu Erkrankungen des asthmati-
schen Formenkreises (Parainfluenzavirus-Infektionen) (Böcker 2001). 
Bei älteren Patienten kommt es teilweise zu schweren Parainfluenza-Infektionen, die einen tödli-
chen Ausgang nehmen können, wenn sie systemisch verlaufen. 
Die Übertragung des respiratorischen Infektes erfolgt zum einen über den direkten Kontakt mit 
infizierten Personen, zum anderen durch Tröpfcheninfektion (Simon et al. 2006). 
Nach der Besiedelung des Nasen-Rachenraumes kommt es zu einer Ausbreitung über den Kehl-
kopf in die Bronchien und zur Infektion des Flimmerepithels. In der Submukosa sowie im pe-
ribronchialen Bindegewebe sammeln sich durch Chemotaxis und Diapedese Entzündungszellen 
(mononukleäre Zellen, Lymphozyten, dendritische Zellen und Makrophagen), die wiederum Ent-
zündungsmediatoren (Interferone, Tumornekrosefaktor, Interleukine (IL) 2, 6 und 10) bilden. Es 
kommt zu einem Stromaödem sowie zu einer vermehrten serös schleimigen Sekretion des Epi-
thels. Hierbei kann bedingt durch die beschriebene Pathophysiologie eine bronchiale Obstruktion 
entstehen, die zu Ventilstenosen und zur reversiblen Überblähung der nachgeschalteten Lungen-
anteile führt (Heikkinen, Järvinen 2003). 
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2 Überblick 
2.1 Einordnung des humanen Metapneumovirus (hMPV) in die Familie der 
Paramyxoviren 
Die Familie der Paramyxoviren umfasst eine große Gruppe humaner und tierpathogener Sub-
gruppen, die sich in zwei Unterfamilien einordnen lassen: Die Paramyxovirinae, deren weitere 
Einteilung in Respiro-, Rubula- und Avulaviren anhand der biologischen Funktion ihrer Memb-
ranproteine erfolgt, und die Unterfamilie der Pneumoviren, zu der das Respiratorische Synzytial-
virus (RSV) sowie das Metapneumovirus (MPV) gehören. 
 
 
Unterfamilie 
 
Genus 
 
Mensch 
 
Tier 
 
Paramyxovirinae 
 
Respirovirus 
 
Parainfluenzavirus 
Typen 1 und 3 
 
bovines Parainfluenza-
virus 
Typ 3, Sendaivirus 
 
 
Rubulavirus 
 
Mumpsvirus, Pa-
rainfluenzavirus Typen 
2 und 4a, b 
 
Canines Parainfluen-
zavirus 
Typ 2 
 
 
Avulavirus  
 
Newcastle-Disease-
Virus, Vogelpara-
myxoviren Typen 2-9 
 
 
Morbillivirus 
 
Masernvirus 
 
Hundestaupevirus, 
phocine Staupeviren, 
Rinderpestvirus, peste- 
des-petits-Ruminants-
Virus 
 
 
Henipavirus 
 
Hendravirus, Nipahvi-
rus 
 
Hendravirus, Me-
nanglevirus, Nipahvi-
rus 
 
 
Pneumovirinae 
 
Pneumovirus 
 
Respiratorisches Syn-
zytialvirus 
(RSV) 
 
RS-Virus des Rindes 
 
 
 
 
 
Metapneumovirus 
 
Humanes Metapneu-
movirus (hMPV) 
 
Rhinotracheitisvirus 
der Pute 
 
Tab. 2:  Charakteristische Vertreter der Paramyxoviren (aus Falke et al. 2002) 
 
So sind Respiro-, Rubula- und Avulaviren in der Lage Erythrozyten zu agglutinieren, und sie 
besitzen zum Teil Neuraminidaseaktivität (Tab. 2). 
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Das hMPV wurde 2001 aus Rachenspülwassern von 28 Kindern im Alter zwischen 0 und 5 Jah-
ren in den Niederlanden isoliert und sequenziert (van den Hoogen et al. 2001). Die Symptomatik 
der Patienten entsprach der eines Infektes der oberen Atemwege. Größte genetische Ähnlichkei-
ten bestehen zum 1979 entdeckten tierpathogenen Metapneumovirus der Pute (APV) (Jones et al. 
1996), das bei diesen Tieren zu Infekten des oberen Respirationstraktes führt. Die Einteilung des 
APV erfolgt in vier Serotypen (A, B, C und D), auf die im Rahmen dieser Arbeit nicht näher ein-
gegangen werden kann (Makay et al. 2004). Die bestehende Ähnlichkeit des hMPV mit dem 
APV lässt einen aviären Ursprung vermuten (van den Hoogen et al. 2001). Dieses und das im 
weiteren Verlauf der Arbeit beschriebene RSV gehören mit dem hMPV zur Subfamilie der 
Pneumovirinae. Mittlerweile konnte das Virus weltweit nachgewiesen werden (Bastien et al. 
2003, Boivin et al. 2002, Cuevas et al. 2003, Christensen et al. 2003, Ducen et al. 2005, Ebihara 
et al. 2004, Fodha et al. 2004, Freymouth et al. 2003, Galiano et al. 2004, Jartti et al. 2002, Lu-
dewick et al. 2005, Madhi et al. 2003, Maggi et al. 2003, Nissen at al. 2002, Peret et al. 2002, van 
den Hoogen et al. 2002, Viazov et al. 2003, Werno et al. 2004, Wolf et al. 2003). 
Das bei einer durch Tröpfcheninfektion auftretende Symptomspektrum reicht von milder katar-
rhalischer Klinik über Bronchiolitis, (Broncho-) Pneumonie (van den Hoogen et al. 2004), Dys-
pnoe, Otitis media bis hin zu schwerer neurologischer Beeinträchtigung (Schildgen et al. 2005), 
jedoch ist eine klinische Unterscheidung zu anderen respiratorischen Virusinfektionen nicht mög-
lich (Wilkesmann et al. 2006). Serologische Untersuchungen in den Niederlanden zeigten, dass 
25% der Kinder im Alter zwischen 6 Monaten und 1 Jahr sowie nahezu alle Kinder mit Vollen-
dung des 5. Lebensjahres Kontakt mit dem Virus hatten, da bei ihnen Antikörper nachgewiesen 
wurden (van den Hoogen et al. 2001). Retrospektiv konnte vom niederländischen National In-
fluenza Centre gezeigt werden, dass das hMPV seit mindestens 50 Jahren in den Niederlanden 
existiert (van den Hoogen et al. 2001). Ähnliche Daten bestehen weltweit. Die Hospitalisierungs-
rate bei hMPV-Infektionen und das Risiko von Komplikationen scheinen bei Frühgeburtlichkeit 
und deren Folgen, bei Patienten mit einer chronischen Lungenerkrankung (Ulloa-Gutierrez et al. 
2004), bei Kindern mit hämodynamisch relevantem Herzvitium oder neuromuskulären Erkran-
kungen (Panitch 2004) sowie bei Patienten mit Immunsuppression nach peripherer Stammzell- 
oder Organtransplantation (Ison et al. 2002, Pelletier et al. 2002) höher zu sein. Nosokomiale 
hMPV-Infektionen sind schwer zu identifizieren, da noch kein zuverlässiger Antigen-Test zu 
Verfügung steht (Crowe et al. 2004). 
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Bei älteren Menschen kommt es durch eine hMPV-Infektion gehäuft zu einer Hospitalisierung 
(Boivin et al. 2002, Falsey et al. 2003, Cane et al. 2003, van den Hoogen et al. 2003). Es existiert 
eine klare Saisongebundenheit, die bei den meisten beschriebenen Fällen zwischen Dezember 
und Mai mit Saisonhöhepunkten im Dezember, Februar und April besteht (Jartti et al. 2002, Fal-
sey et al. 2003, Freymuth et al. 2003, Maggi et al. 2003, Viazov et al. 2003, Boivin et al. 2002). 
Im Fernen Osten hingegen wird der Infektionshöhepunkt im Frühling und Anfang Sommer er-
reicht (Rawlinson et al. 2003, Peiris et al. 2003). Nachgewiesen wurde das Virus bei Patienten im 
Altersbereich zwischen 0 und 87 Jahren (Falsey et al. 2003). In 5-10% der Fälle konnte bei Kin-
dern mit akutem respiratorischen Infekt hMPV nachgewiesen werden (Jartti et al. 2002, Rawlin-
son et al. 2003, Vincente et al. 2003, Williams et al. 2005). Bei über 30% wurden Koinfektionen 
gefunden (Williams et al. 2005, van den Hoogen et al. 2003), wobei Infektionen mit RSV über-
wogen. Auch ist die Klinik der einer RSV-Infektion sehr ähnlich, kann jedoch in ihrer Intensität 
stark variieren. In der 2003 in den Niederlanden durchgeführte ARIEL-Studie (Acute Respiratoi-
re Infecties in de Eerste Lijn) konnte bei erwachsenen Patienten, die grippale Symptome zeigten, 
in 3% der Fälle eine hMPV-Infektion mittels Polymerasekettenraktion (englisch: Polymerase 
Chain Reaktion, PCR) nachgewiesen werden. In einer New Yorker Studie hingegen zeigten 11% 
ein positives PCR-Ergebnis (Falsey et al. 2003). In beiden Studien konnten keine für das hMPV 
typischen Symptome gefunden werden. Eine geschlechtsspezifische Prävalenz wird kontrovers 
diskutiert. So zeigen einige Studien eine Knabenwendigkeit, die jedoch nur minimal erscheint 
(van den Hoogen et al. 2003, Peiris et al. 2003, Boivin et al. 2003). Bei den Laborparametern 
zeigen sich analog zu einer RSV-Infektion eine leichte Leukozytose sowie eine Erhöhung des C-
reaktiven Proteins (Wilkesmann et al. 2005). IL-6 und IL-8 sowie Procalcitonin können deutlich 
erhöht sein (Jartti et al. 2002, Mouli et al. 2001, Toikka et al. 2000). Fallstudien lassen auf einen 
Zusammenhang zwischen immunsupprimierten Patienten und Infektionen mit dem hMPV schlie-
ßen (Pelltier et al. 2002), ebenso wie Triggereffekte bei Patienten mit einer akuten Exazerbation 
eines Asthma Bronchiale (Schildgen et al. 2004). Auch findet sich eine erhöhte Infektionsrate bei 
Patienten mit chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen, Krebs oder Herzvitien (Stockten et al. 
2002). Sowohl die Gruppe um Greensill als auch die um Semple lieferten Hinweise auf schwer 
verlaufende Brochiolitiden bei Doppelinfektionen mit anderen respiratorischen Viren (Greensill 
et al. 2003, Semple et al. 2005). Die Rolle des hMPV als Kopathogen ist noch umstritten. Die 
Koinfektionsrate der meisten Untersuchungen lag bei 3,9-20,0% (Boivin et al. 2003, Bosis et al. 
2005, Dollner et al. 2004, Maggi et al. 2003, Viazov et al. 2003). Bislang gibt es keine zuverläs-
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sigen Daten bezüglich der Inkubationszeit des hMPV beim Menschen, jedoch konnten Kuiken et 
al. (2004) bei experimentell infizierten Makaken ein Maximum der Virusausscheidung an Tag 4 
post infectionem nachweisen. Allerdings war an Tag 10 bei keinem der Tiere mehr das hMPV 
nachweisbar. 
Das Virus kann inzwischen in Zellkultur angezüchtet werden. Anfänglich wurde ein zytopathi-
scher Effekt (CPE) auf tertiary monkey kidney cells (tMK) nach 10-14 Tagen gesehen. Dieser 
glich morphologisch stark dem des RSV. Boivin et al. (2003) zeigten einen CPE in LLC-MK2-
Zellen in einem Inkubationszeitraum von 17 Tagen. Zytopathische Effekte in anderen Zellen wie 
Vero-Zellen, MDCK oder A-549 sind jedoch spärlich oder nicht zu finden. Zwar existiert ein en-
zyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA) des  hMPV  F-  oder  N-Proteins  für  spezifische 
hMPV-Antikörper (Hamelin et al. 2005, Ishiuga et al. 2005, Leung et al. 2005), da bei fast allen 
Patienten über 5 Jahren Antikörper im Serum nachgewiesen werden können, jedoch ist der mo-
mentane Goldstandard zum Nachweis einer Infektion mit hMPV die Reverse Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) der viralen Gene für die Nukleokapsid-, Large- oder Fusi-
onsproteine (N-Protein, L-Protein, F-Protein) (Cote et al. 2003, van den Hoogen et al. 2003).  
Basierend auf Sequenzanalysen zeigte sich eine erhebliche Homologie des hMPV-Genoms mit 
dem des RSV. Allerdings fehlen Gene für die Nichtstrukturproteine NS1 und NS2, die bei der 
Interferonantwort des Wirtes eine Rolle spielen (van den Hoogen et al. 2001). Die Auswirkungen 
dieses Fehlens sind Bestandteil aktueller Forschungen. Das Genom besteht aus einer einzelsträn-
gigen, negativ orientierten Ribonukleinsäure (RNS) mit einer Länge von ca. 13 Kilobasen (kb). 
Acht Gensequenzen kodieren für Proteine folgender Reihenfolge: 3-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5. 
Auf die Funktion dieser Proteine wird zu einem späteren Zeitpunkt eingegangen. 
Basierend auf der soliden Datenlage lassen sich bereits zwei Genotypen (A und B) des hMPV mit 
jeweils zwei Untergruppen (A1, A2 und B1, B2) definieren, die lediglich Unterschiede in der Se-
quenz, nicht jedoch in der induzierten Antikörperproduktion [Skiadopouls et al. 2004 (im Tier-
versuch)] oder in der Schwere der klinischen Symptomatik aufweisen (Leung et al. 2005). Pelle-
tier et al. (2002) und Wolf et al. (2003) zeigten hingegen, dass auch mehrfache Infektionen mit 
den unterschiedlichen Subtypen des hMPV möglich seien. Auch besteht weder eine saisonale 
noch eine örtliche Gebundenheit an spezifische Subtypen (Boivin et al. 2002, Mackay et al. 2004, 
Peret et al. 2002, Viazov et al. 2003). Eine Einteilung der Genotpyen ist anhand der übereinstim-
menden Aminosäurereste der einzelnen Proteine möglich: N-Protein: 96%, Phosphoprotein (P-
Protein): 85%, Membranprotein (M-Protein): 97%, F-Protein: 95%, M2-1-Protein: 96%, M2-2-
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Protein: 89%, SH-Protein: 59%, Glykoprotein (G-Protein): 37% und L-Protein: 94% (Biacchesi 
et al. 2004). Sowohl die Morphologie der Viruspartikel als auch die Replikationsmechanismen 
sind innerhalb der Familie der Paramyxoviren sehr ähnlich und sollen deshalb in den folgenden 
Abschnitten in ihrer Gesamtheit erläutert werden. Jedoch besitzt das hMPV im Gegensatz zu den 
restlichen Paramyxoviren keine hämagglutinierende Funktion (van den Hoogen et al. 2001). 
Therapeutisch zeigte die Gruppe um Wyde, dass bei der Behandlung mit Ribavirin, das bei 
schweren Infektionen mit dem RSV eingesetzt wird, und mit polyklonalem, humanem Im-
munglobulin gegen das RSV ein inhibierender Effekt auch gegen das hMPV in vitro erzielt wer-
den kann (Wyde et al. 2003). Zudem ist es gelungen, basierend auf dem F-Protein, ein rekombi-
nantes chimeric bovine/human PIV Vakzin herzustellen, das sich protektiv gegen das hMPV bei 
Hamstern auswirkt (Tang et al. 2003). Darüber hinaus wurde durch das Ausschalten des M2-1-
Proteins eine Antikörperproduktion angeregt, ohne jedoch eine klinische Symptomatik zu entfa-
chen (Buchholz et al. 2005). Trotz dieser beträchtlichen Fortschritte ist der Weg auf diesem Sek-
tor jedoch noch weitgehend unbetreten und bedarf der weiteren Erforschung. 
 
2.2 Aufbau des Viruspartikels der Paramyxoviren 
Der Durchmesser eines pleomorphen Viruspartikels beträgt 150-250nm. Die einzelsträngige, 
nicht segmentierte Negativ-RNS kodiert für sechs Strukturproteine: N-Protein, L-Protein, P-
Protein, M-Protein, Hämagglutinin-Neuraminidaseprotein (HN-Protein) und F-Protein. 
N, P und L bilden mit dem RNS-Strang einen von einer Membranhülle umgebenen Nukleopro-
teinkomplex helikaler Anordnung. Aufgrund der enzymatischen RNS-Polymeraseaktivität des L-
Proteins in Assoziation mit dem P-Protein bildet es den replikativen Ribonukleoproteinkomplex 
(Blumberg et al. 1981). Das F-Protein, bestehend aus dem F1- und dem F2-Anteil, ist für die 
Membranfusion zuständig. Avulavirus und Rubulavirus besitzen Neuraminidaseaktivität und sind 
zur Hämagglutination fähig. Mittels dieser Proteine wird die Adsorption des Viruspartikels an die 
Zielzellen erreicht. Das H-Protein ist bei den Morbilliviren für die Adsorption und Hämagglutina-
tion zuständig. Dem hMPV fehlt sowohl die Neuraminidase als auch die Eigenschaft Erythrozy-
ten zu agglutinieren. Die Adsorption an die Zielzellen wird durch ein G-Protein erreicht (MG: 84-
90kD). Auf der Innenseite der Hüllmembran liegt das Matrix-Protein, das reich an basischen A-
minosäuren und mit dem N-Protein assoziiert ist. Es ist für die Initiation des Assembly verant-
wortlich. Das Molekulargewicht des N-Proteins beträgt 29kD bei den Pneumoviren und bis zu 
40kD beim Parainfluenzavirus (Blumberg et al. 1981). 
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2.3 Genomaufbau von Paramyxoviren 
Die Paramyxoviren gehören zur Gruppe der RNS-Viren. Die RNS ist einzelsträngig und besitzt 
eine Negativorientierung. Sie kann nicht als Messenger-RNS (mRNS) fungieren und ist nicht 
infektiös.  Innerhalb  der  Paramyxoviren  besitzt  das  Masernvirus  das  längste  Genom  mit  einer 
Länge von ca. 15900 Nukleotiden, gefolgt vom Parainfluenzavirus Typ 3 mit ca. 15500 Nukleo-
tiden, dem Mumpsvirus mit 15384 und dem RSV mit 15222 Nukleotiden. Die Genomgröße des 
hMPV beträgt ca. 13400 Nukleotide (van den Hoogen et al. 2001). Die Genome der tierpathoge-
nen Paramyxoviren sind im Schnitt wesentlich länger und liegen z.B. zwischen 15690 Nukleoti-
den beim Hundestaupevirus und ca. 18300 Nukleotiden bei den Nipahviren. 
Das Nukleokapsid hat einen Durchmesser von 14-17nm und ist helikal gewunden. Das N-Protein 
ist in regelmäßigen Abständen mit der RNS assoziiert und fördert zum einen die für die Verpa-
ckung in die Viruspartikel nötige Flexibilität, zum anderen schützt es vor der enzymatischen Wir-
kung von Nukleasen. Weiterhin ist es in Wechselwirkung mit den P- und L-Proteinen für eine 
erfolgreiche Transkription verantwortlich. 
Am 3’-Ende sowie am 5’-Ende befinden sich kurze Basensequenzen (40-54 Basen), die zum Teil 
lediglich transkribiert, jedoch nicht in Aminosäuren translatiert (Leader am 3’-Ende, Trailer am 
5’-Ende) werden. Am 5’-Ende stellen diese Sequenzen Initialisierungseinheiten für den Start der 
Polymerasereaktion und der Bildung und Verpackung des Viruspartikels dar. In den Leader- und 
Trailer-Bereichen liegen Sequenzen, die für die Ausbildung der Sekundärstruktur der RNS ver-
antwortlich sind. Zwischen den verschiedenen Genen befinden sich intergenische Nukleotide, de-
ren Zusammenstellung Virus-spezifisch ist. Durch bestimmte Sequenzfolgen an den Start- und 
Endpunkten der intergenischen Sequenzen wird eine geordnete Transkription der Genomab-
schnitte gewährleistet. In 3’→ 5’-Richtung findet sich bei den Paramyxoviren eine regelmäßige 
Abfolge der einzelnen Gene (N-P-M-F-H/HN-L). Bei den Pneumoviren hingegen sind die Berei-
che der HN- und H-Proteine durch ein M2-1-Protein ersetzt (N-P-M-F-M2-1/M2-2-SH-G-L) 
(Stricker et al. 1994). Dieses Protein kann vor allem in der Matrixproteinschicht nachgewiesen 
werden (Biacchesi et al. 2003, Buchholz et al. 2005, van den Hoogen et al. 2002). Die Funktion 
des M2-2-Proteins ist bisher noch ungeklärt. Die kodierende Sequenz des G-Proteins ist zwischen 
den RNS-Sequenzen, die für das M- und F-Protein kodieren, lokalisiert. Am 3’-Ende befinden 
sich kodierende Bereiche für zwei Nichtstrukturproteine (NS2/NS1), deren genauere Funktionen 
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noch unklar sind, sowie ein SH-Gen zwischen den M- und G-Genen (Pneumoviren und Mumps-
virus). 
Der Aufbau des hMPV-Genoms ist dahingehend unterschiedlich, dass sich die kodierende Se-
quenz des G-Proteins direkt vor dem L- und hinter den M2- und SH-Leserahmen befindet (Lu-
dewick et al. 2005). Die kodierende Sequenz für das F-Protein ist ähnlich wie bei den anderen 
Genera der Paramyxoviren hinter den N-, P- und M-Proteinen positioniert. Weiterhin finden sich 
neben den beschriebenen Genen durch Editierung oder Kombination weitere Gene (z.B. C, Y1, 
Y2, X, V, W, D und I), die für Struktur- und Nichtstrukturproteine kodieren. 
 
2.4 Strukturproteine 
Zur Gruppe der Strukturproteine gehören HN, H, G und F, die in den Membranen der unter-
schiedlichen Vertreter der Paramyxoviren verankert sind. Sie übernehmen Aufgaben der Adsorp-
tion des Viruspartikels an die Zielzellen, sowie Erkennung, Transport und Verankerung des 
Translationskomplexes innerhalb des Zellmilieus. Erreicht wird dies durch hydrophobe Amino-
säuresequenzen am N-terminalen Ende, die im endoplasmatischen Retikulum glykosyliert wur-
den und sich dann als Oligomere (vermutlich Tetramere) zusammenlagern. 
Das für die Respiro- und Rubulaviren typische HN-Protein besitzt Neuraminidaseaktivität (Merz 
et al. 1981), aufgrund dieser eine effiziente Ausbreitung des Virus durch Zerstörung von Bin-
dungsrezeptoren der Zelloberfläche und damit einer unnötigen Reinfektion der schon befallenen 
Zelle erreicht wird. Die Morbilliviren besitzen mit dem H-Protein keine Neuraminidaseaktivität, 
jedoch weisen HN- und H-Proteine ähnliche Sequenzen und Bindungsstellen auf (Merz et al. 
1981). Dies lässt auf die funktionelle und genetische Verwandtschaft dieser beiden Genera 
schließen. Das F-Protein ist ein Heterodimer, dessen Komplex aus den beiden Teilen F1 und F2 
besteht und aus dem Vorläuferpolypeptid F0 gebildet wird. Nach der Modifizierung des Transla-
tionsproduktes im endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat kommt es zur Veranke-
rung des F0-Proteins über hydrophobe Anteile in die Membran. Über Disulfidbrücken ist der in 
der Membran verankerte F1- mit dem F2-Teil verbunden. Mit Hilfe des F1-Teiles ist bei der In-
fektion und Adsorption eine Verschmelzung des Virions mit der Zielzelle möglich (Leung et al. 
2005, Sikadopulus et al. 2004). 
Das an der Innenseite der Membran liegende M-Protein ist in Wechselwirkung mit dem N-
Protein für die Bildung und Umhüllung des Viruspartikels und der RNS verantwortlich. 
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Zu den drei viralen Proteinen, die mit der RNS komplexiert sind, gehören das N-, P- und L- Pro-
tein, die untereinander und mit weiteren Proteinen interagieren und damit am Transkriptionsvor-
gang und der Bildung der Nukleokapside entscheidend beteiligt sind. Bei der Untersuchung des 
Gens für das G-Protein des hMPV fiel auf, dass es in seiner Nukleotidsequenz sehr variabel ist. 
Dadurch entstehen Proteine unterschiedlicher Länge, deren Funktion jedoch noch weitgehend un-
bekannt ist (Bastien et al. 2004, Ishiguro et al. 2004, Peres et al. 2004, van den Hoogen et al. 
2004). 
 
2.5 Nichtstrukturproteine 
Bei den Nichtstrukturproteinen handelt es sich bei einigen Paramyxoviren wie z.B. dem Mumps-
virus sowie den Pneumo- und Metapneumoviren um Proteine mit hydrophoben Eigenschaften. 
Sie zeigen Eigenschaften, die denen der membranassoziierten Proteinen sehr ähnlich sind. Die 
Funktion, die sie bei der Replikation oder der Infektion der Zellen spielen, ist bisher noch weit-
gehend unbekannt. So ist bislang weder ihre Identifikation als definierter Baustein des Virions 
noch der Nachweis einer Expression in infizierten Zellen möglich (Curran et al. 1992).  
 
2.6 Replikation 
Jeder Replikation geht die Infektion der Zielzelle und damit die Adsorption des Virions voraus. 
Diese wird bei den Paramyxoviren über die beschriebenen Strukturproteine HN, H und das G-
Protein vermittelt. Hierbei kommt es zur Bindung an neuraminsäurehaltige Rezeptoren und an 
andere Komponenten wie z.B. CD46-Protein (Buchholz et al. 1997), Glykolipide oder spezifische 
Membranproteinsequenzen der Zielzellen. Die Fusion der Virion-Hülle mit der Plasmamembran 
der Zielzelle wird durch das F-Protein vermittelt, das ein Eindringen des Nukleokapsids in das 
Zytoplasma ermöglicht. Anschließend findet das sogenannte „uncoating“, also die Freisetzung 
der viralen RNS und viraler Proteine, statt. Die genomische Virus-RNS besitzt negative Polarität, 
d.h. sie kann nicht unmittelbar als mRNS fungieren. Daher muss für die Proteinsynthese zunächst 
die negativ-RNS in positiv-RNS transkribiert werden. Die Transkription wird durch einen Kom-
plex der viralen N-, P-, L-Proteine durchgeführt (Horikami et al. 1992). Sie sind für den Ablauf 
einer geordneten Transkription elementar. Die Transkription beginnt mit dem L-Protein als Po-
lymerase am 3’-Ende im Bereich der Leader-Sequenz des N-Gens. Es kommt zur Polymerisation 
bis zum Ende des Gens. Die zwischen den Genen liegenden intergenischen Basen werden über-
sprungen und es kommt zum erneuten Start der Polymerisation an der folgenden Gensequenz, bis 
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schließlich sechs differente mRNS-Spezies vorliegen (N, P, F, HN/H/G und L). Etwa zwei bis 
vier Stunden nach Beginn der ersten Transkription sind virale Proteine in der betroffenen Zelle 
nachzuweisen. Die Mengenverhältnisse der Proteine sind, fußend auf dem ständigen Wechsel 
zwischen Beginn der Polymerisation, Unterbrechung und Neustart, zu Gunsten der ersteren Po-
lymerisationsprodukte verschoben. Zur Synthese vollständiger RNS-Genome ist jedoch eine kon-
tinuierliche Ablesung der Sequenzen unerlässlich. Diese ist wiederum nur ab einer bestimmten 
Menge von N-Protein möglich, die eine Unterbrechung an den intergenischen Basen verhindert 
(Antitermination) und somit ein durchgehendes, mit dem N-Protein komplexiertes RNS-Molekül 
(Antigenom) bildet. Wechselwirkungen zwischen dem N-, P-und dem L-Protein fördern diesen 
Vorgang (Eisberger et al. 1990, Horikami et al. 1992). Im Zytoplasma dienen die Antigenome als 
Matrizen der neuen Virusgenome, während gleichzeitig die Translation der restlichen viralen 
Proteine erfolgt (HN/H-, G-, F0-, M-Proteine). Nach im Golgi-Apparat durchgeführter Glycosilie-
rung erfolgt der Transport an den jeweiligen Bestimmungsort (Zelloberfläche, innere Zytoplas-
mamembran etc.). Durch  Interaktion  der  neu  gebildeten  viralen  Proteine  mit  der Zytoplasma-
membran und des komplexierten RNS-Produktes kommt es zur lokalisierten Ausstülpung der 
Membran und zur Bildung eines neuen Viruspartikels (Blumberg et al. 1981, Heikkinen et al. 
1999). 
 
2.7 Humanpathogene Paramyxoviren 
2.7.1 Die Parainfluenzaviren 
Die Gruppe der humanen Parainfluenzaviren lässt sich mittlerweile in vier Typen unterteilen, 
deren Verbreitung ubiquitär ist. Das Hauptpatientenkollektiv sind vor allem Säuglinge und 
Kleinkinder, die durch eine Tröpfcheninfektion bzw. durch den direkten Kontakt mit einer schon 
infizierten Person infiziert werden. Die Typen 1 bis 3 verursachen vor allem Infektionen der obe-
ren Atemwege und sind als Ursache des Pseudokrupps zu nennen (Channock et al. 2001). Über-
gänge  in  eine  Bronchitis  oder  Bronchiolitis  sind  selten. Ab  einem  Alter  von  5  Jahren  ist  die 
Durchseuchungsrate sehr hoch, das heißt, dass fast jeder Patient in diesem Alter schon einmal mit 
einem humanen Parainfluenzavirus Kontakt hatte. Reinfektionen sind möglich, haben allerdings 
eine wesentlich abgeschwächte klinische Symptomatik. Schwere Verläufe werden vor allem bei 
Säuglingen bei der Infektion mit Typ 3 beobachtet. Typ 4 manifestiert sich hauptsächlich im Be-
reich der oberen Luftwege bei Kindern und jungen Erwachsenen (Channock et al. 2001). Eine 
Ausscheidung ist vom Patienten auch nach der Infektion über mehrere Monate möglich. Klinik 
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und Pathogenese entsprechen den in der Einleitung Beschriebenen. Die Symptomatik des Pseu-
dokrupps kommt durch eine Schwellung der Kehlkopfschleimhaut zustande und tritt bevorzugt 
im Anschluss an eine Parainfluenzainfektion auf. Pathophysiologisch kann im Gewebe eine er-
höhte Konzentration an Histamin und IgE-Antikörpern nachgewiesen werden, was die gesteigerte 
Prädisposition für Erkrankungen aus dem asthmatischen Formenkreis erklären könnte.  
Im Verlauf der Infektion kommt es, basierend auf der Entzündungsreaktion, zu einer IgM-, IgA- 
und IgG-Produktion gegen spezifische Strukturproteine der viralen HN- und F-
Oberflächenantigene. Die neutralisierende Wirkung führt zu einer Hemmung der Adsorption so-
wie der Fusion. Schutz vor Reinfektionen bietet im Erwachsenenalter das sekretorische IgA der 
Schleimhäute. Epitope der F- und N-Proteine führen zu Stimulation, Vermehrung und zytotoxi-
scher Wirkung virusspezifischer T-Zellen.  
Diagnostiziert wird eine Parainfluenza-Infektion durch Anzüchtung der Viren aus Sputumproben 
oder Rachenspülwassern in Zellkultur (LLC-MK2). Auch ist ein direkter Nachweis von Virus-
nukleinsäuren mittels RT-PCR möglich. Post infectionem ist auch ein ELISA, ein Hämagglutina-
tionshemmtest oder ein Komplementbindungstest zum Nachweis von Antikörpern möglich 
(Brandis et al. 1994, Lamp et al. 2001). 
 
2.7.2 Das Mumpsvirus 
Im Erwachsenenalter kann bei ca. 90% der Bevölkerung ein positiver Antikörpernachweis für das 
weltweit vorkommende Mumpsvirus geführt werden. Auch hier ist die Tröpfchenübertragung der 
Hauptinfektionsweg. Von jedem Infizierten ist bis zu 7 Tage vor und bis zu 9 Tage nach dem 
Auftreten der ersten Symptome eine Ansteckungsgefahr zu erwarten. Die Erreger werden wäh-
rend der Virämie über den Speichel aber auch über den Urin ausgeschieden. Epidemische Formen 
treten im Schnitt alle 2-7 Jahre bevorzugt in den Wintermonaten und im Frühjahr auf.  
Nach einem unspezifischen Prodromalstadium imponiert bei 95% eine Schwellung einer und bei 
75% der Fälle nach 1-2 Tagen beider Ohrspeicheldrüsen (anzumerken ist, dass auch andere Spei-
cheldrüsen mit oder alleine betroffen sein können). Die betroffenen Kinder entwickeln Fieber um 
38°C, können aber auch völlig asymptomatisch sein. 
Häufigste Komplikation ist eine blande verlaufende seröse Meningitis (Donohue et al. 1955, Kil-
ham et al. 1949). Meningoenzephalitiden, eine Beteiligung des Nervus statoacusticus mit daraus 
entstehender Taubheit, der Befall anderer drüsiger Organe (Pankreas, Thymus Thyreoidea), eine 
Orchitis mit Epididymitis bei Männern (Beard et al. 1977) bzw. eine Oophoritis/Adnexitis bei 
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Frauen mit der Gefahr einer vorzeitigen Menopause (Morrison et al. 1975) stellen weitere Kom-
plikationen dar. Die Fähigkeit des Mumpsvirus, die Blut-Liquor-Schranke zu überwinden, ist im 
Rahmen der Pathogenese des in dieser Arbeit besprochenen hMPV ein interessanter Aspekt. 
Nach dem Eindringen des Virus und der Vermehrung in den Epithelzellen kommt es zur Infekti-
on der dort angesiedelten Lymphozyten (Fleischer et al. 1982) und damit über eine weitere Ver-
mehrung in den lokalen Lymphknoten zur systemischen Infektion (Kilham et al. 1948).  
Nach einer Infektion mit dem Mumpsvirus – unabhängig davon, ob der klinische Verlauf sym-
ptomatisch oder asymptomatisch war – wird eine lebenslange Immunität hinterlassen. Auch bei 
dieser Infektion werden IgM, IgA und IgG gebildet, die mittels ELISA, Hämagglutinations-
hemmtest oder Komplementbindungsreaktion nachgewiesen werden können. Es werden Antikör-
per gegen NP-Protein, F- und HN-Protein gebildet, die den jeweiligen Infektionsverlauf anzeigen. 
Prophylaktisch ist eine Impfung mit einem attenuierten Virusstamm möglich (Afzal et al. 1993), 
welche gemeinsam mit der Impfung gegen Masern und Röteln durchgeführt wird. 
 
2.7.3 Das Masernvirus 
Das Masernvirus zeigt eine weltweite Verbreitung und einen sehr hohen Kontagiositäts- und Ma-
nifestationsindex. Es ist ausschließlich humanpathogen und wird durch Tröpfcheninfektion über 
den Nasen-Rachenraum, den direkten Kontakt, aber auch über die Bindehäute der Augen übertra-
gen. 
Nach einer Inkubationszeit von 8-11 Tagen kommt es im Prodromalstadium zu katarrhalischen 
Symptomen (Schnupfen, Husten Bindehautentzündung und Fieber). In bis zu 70% der Fälle bil-
den sich am 2.-3. Tag die spezifischen Koplik-Flecken an den Schleimhäuten. Begleitet wird das 
Ganze von einem Enanthem des weichen Gaumens. Nach 3-5 Tagen tritt ein großfleckiges, kon-
fluierendenes Exanthem auf, das sich von retroaurikulär absteigend über den Rumpf bis hin zu 
den Extremitäten ausbreitet. Die Fieberkurve gestaltet sich zweigipflig bis 40°C. Die beschriebe-
ne Symptomatik erstreckt sich über einen Zeitraum von ca. 10 Tagen (Bellini, Rota 1994, Panum 
et al. 1938). Infektiosität besteht 4-5 Tage vor Ausbruch und bis zu 4 Tage nach Beginn des E-
xanthems (Bloch et al. 1985). 
Mögliche Komplikationen liegen im Bereich der unteren und oberen Atemwege, Riesenzell-
pneumonie,  Bronchopneumonie  Laryngotracheobronchitis  (Arya  et  al.  1987,  Gremillion  et  al. 
1981, Ross et al. 1992), Otitis media (Yano et al. 2005), Diarrhoe oder eine Enzephalitis (aku-
te/postinfektiöse Enzephalitis, measles inclusion body encephalitis (MIBE), subakute sklerosie-
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rende Panenzephalitis (SSPE). Infektionen, die im Erwachsenenalter auftreten, verlaufen wesent-
lich komplikationsreicher und zum Teil tödlich (Zhou et al. 1991). Die akute/postinfektiöse En-
zephalitis (Autoimmunenzephalitis) hat eine Häufigkeit von 1:1000/2000 und tritt vor allem bei 
Kindern über 2 Jahren auf. Neben dem typischen Exanthem kommt es hierbei zu einer Entmar-
kung der Myelinscheiden. Der Nachweis des Virus im Gehirngewebe ist aber nicht gegeben. Die 
akute/progressive Enzephalitis tritt nur bei immundefizienten Patienten auf und verläuft immer 
tödlich. Hierbei ist der Nachweis des Masernvirus im Gehirn möglich. Dawson beschrieb 1933 
die SSPE. Diese tritt mit einer Häufigkeit von 1:100000 6-15 (7-10) Jahre nach einer primären 
Maserninfektion auf. Männliche Patienten und solche, die eine Maserninfektion bis zum 2. Le-
bensjahr hatten, sind bevorzugt betroffen (Nagano et al. 1991). In bis zu 50% der Fälle sind bei 
einer Masernenzephalitis Elektroenzephalogramm-Veränderungen zu erkennen (Gibbs et al. 
1995) 
Wie schon in der Einleitung beschrieben kommt es primär bei der Masernvirus-Infektion zu einer 
Infektion der Schleimhäute der oberen Atemwege und sekundär zu einer deszendierenden Aus-
breitung in die tieferen Abschnitte des Bronchialbaumes (Sakaguchi et al. 1986). Auch hier 
kommt es zu einem Befall über spezifische zelluläre Rezeptoren der Endzellen der lymphatischen 
und myeloischen Reihe zur systemischen Infektion (Kamahora et al. 1961). Für die Eliminierung 
des Virus sind vor allem zytotoxische T-Lymphozyten zuständig. Eine Persistenz des Virus nach 
einer abgelaufenen Infektion scheint aber möglich zu sein (Rima, Duprex 2005). 
Mit Beginn des Exanthems lassen sich IgM- und IgG-Antikörper gegen F-, H- und N-Proteine 
nachweisen. Die IgG-Antikörper gegen H- und F-Proteine vermitteln die lebenslange Immunität. 
Das Masernvirus lässt sich auf vielen Zelllinien anzüchten, z.B. auf Vero-Zellen, LLC-MK2 etc. 
Ein aktive Immunisierung, mit einem attenuierten Lebendimpfstoff, sowie eine passive Immuni-
sierung mit Immunglobulinen sind prophylaktisch möglich. 
 
2.7.4 Das Respiratorische Synzytialvirus (RSV) 
Das RSV ist ein hochkontagiöses Virus, das sich durch den direkten Kontakt mit Infizierten oder 
durch Tröpfcheninfektion verbreitet. Bis zu einem Alter von 4 Jahren ist schon eine Durchseu-
chung von bis zu 80% erreicht. Die Herbst- und Wintermonate stellen den Hauptinfektionszeit-
raum dar, in dem vor allem Säuglinge im Alter zwischen 6 Wochen und 12 Monaten potentiell 
am gefährdetsten sind (Holberg et al. 1991, Stockton et al. 1998). Nach einer Inkubationszeit von 
4-5 Tagen (Johnson et al. 1961, Kapikian et al. 1961) kann es von leichten katarrhalischen Sym-
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ptomen bis hin zu schwerer Orthopnoe und Zyanose (Bronchiolitis) kommen. Superinfektionen 
im Sinne einer zusätzlichen bakteriellen Pneumonie oder Otitis media sind häufig (Heikinnen et 
al. 1999, Simon, Khurana 2003). Nach dem Eindringen und der Vermehrung des RSV im Epithel 
der Schleimhäute kommt es zum einen über Aspiration, zum anderen über ein kontinuierliches 
Ausbreiten des Virus bis hin zu den Alveolen zu einer Synzytienbildung, bei der das Alveolar-
epithel zerstört wird (Gardner et al. 1970). Durch das entstehende Schleimhautödem und nekroti-
sche Zellen bilden sich Stenosen zum Teil mit Ventilfunktion, welche zu einer Überblähung des 
Thorax, Dyspnoe und Zyanose führen (Collins et al. 2001). Schwerste Verläufe mit tödlichem 
Ausgang sind vor allem in den ersten 6 Monaten zu erwarten. Es ist davon auszugehen, dass der 
hier noch bestehende Nestschutz ein Trigger für die Infektion darstellt (Ananaba, Anderson 1991, 
McIntosh et al. 1980). 
Der indirekte Nachweis einer RSV-Infektion gelingt über einen Komplementbindungs- oder ei-
nen ELISA-Test, bei deren Verfahren Immunglobuline vom IgA-, IgG-, und IgM-Typ nachge-
wiesen werden. Antikörper gegen G- und F-Proteine wirken neutralisierend und verhindern eine 
virale Reinfektion. Bei Risikopatienten (z.B. Frühgeborene) ist eine passive Immunisierung mit 
Palivizumab möglich. Zurzeit befindet sich ein Antikörper (MEDI-524) noch in der Testphase 
(Venkatesh, Weisman 2006). Therapeutisch besteht neben der symptomatischen Therapie (Sauer-
stoffvorlage, Antipyrese) die Möglichkeit der Gabe von Ribavirin. Die dazu bestehende Datenla-
ge über die Wirksamkeit dieser Therapie ist aber noch nicht ausreichend (Ventre, Randolph 
2004). 
 
2.7.5 Andere respiratorische Viren 
Der „banale“ respiratorische Infekt ist durch eine Vielzahl von Viren bedingt, deren Erforschung 
und Entdeckung noch lange nicht abgeschlossen ist. Die prozentuale Verteilung der respiratori-
schen Viren ist abhängig von verschiedenen Faktoren wie Alter und Jahreszeit. Rhinoviren sind 
mit einem Anteil von 30-50% die am häufigsten nachgewiesenen viralen Erreger bei Patienten 
mit Infekt der oberen Atemwege. In den Herbstmonaten ist sogar eine Steigerung auf bis zu 80% 
möglich (Arruda et al. 1997). Bislang sind mehr als 100 Serotypen identifiziert, die eine große 
geographische Variabilität zeigen (Monto et al. 1987). Mit 10-15% verursachen bei Erwachsenen 
vor allem Coronaviren Infektionen des oberen Respirationstraktes (Nicholson et al. 1997). Die 
Infektion mit den Influenzaviren beträgt 5-15%, Infektionen mit dem RSV und den Parainfluen-
zaviren machen jeweils bis zu 5% der respiratorischen Infekte aus. Adenoviren und Enteroviren 
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liegen beide unter 5% (Monto et al. 1987). Sämtliche der genannten Viren können die in der Ein-
leitung beschriebene Symptomatik hervorzurufen. Dennoch sind Manifestation und Verlauf im 
Speziellen unterschiedlich und für das entsprechende Virus typisch (Heikkinen, Järvinen 2003). 
Anzumerken ist, dass 20-30% der viralen Auslöser eines Infektes der oberen Atemwege noch 
nicht identifiziert sind. Es ist jedoch anzunehmen, dass sich in baldiger Zukunft auf dem Sektor 
der Nachweismethoden, Probengewinnung und deren Aufbereitung und damit bei der Entde-
ckung neuer respiratorischer viraler Erreger das bestehende Potential noch weiter ausschöpfen 
lässt. 
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Abbildung (Abb.) 1:  Prozentuale Verteilung respiratorischer Viren im Kindesalter 
 
2.8 Ziel der Arbeit 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, anhand verschiedener Patienten-Kohorten retrospektive 
Untersuchungen zur Häufigkeit des Auftretens von hMPV, primär im klinischen Einzugsgebiet 
Bonn, zu erörtern. Hierzu sollte ein sensitives und für die tägliche Routine praktikables Verfahren 
zur Gewinnung, Aufbereitung, Aufbewahrung und vor allem zum Nachweis von hMPV-RNS aus 
verschiedenen Probenmaterialien (Rachenspülwassern, Rachenabstrichen und unterschiedlichen 
Geweben) eingeführt, optimiert und etabliert werden (Dissertation Glatzel 2008), so dass eine 
schnelle Identifizierung von hMPV-RNS in der täglichen klinischen Arbeit ermöglicht wird. Die 
amplifizierten hMPV-Sequenzen sollten anschließend kloniert und sequenziert und mit den be-
kannten hMPV-Sequenzen verglichen werden. Dabei wurde angestrebt potenziell bestehende 
lokale Subtypen zu identifizieren. Zudem war es Ziel eine kulturelle Anzüchtung des Virus auf 
verschiedenen Zelllinien durchzuführen. Die anhand dieser Ergebnisse gewonnenen Daten sollten 
der klinischen Symptomatik der Patienten gegenübergestellt und ein differenziertes Symptom-
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spektrum angefertigt werden. Eventuelle Auffälligkeiten bei Patienten mit einer hMPV-Infektion 
und der bestehenden Klinik sollten weiter analysiert und mögliche Korrelationen zwischen 
hMPV und häufig im Kindesalter vorkommenden Erkrankungen im Einzelfall weiter verfolgt und 
diskutiert werden. Diese Ergebnisse sollten dann unter der Berücksichtigung des bisher bekann-
ten Erregerspektrums für die jeweilige Erkrankung erörtert werden. Die Möglichkeiten hinsicht-
lich Diagnose und Therapie sollten diskutiert werden. 
Die  in  dieser  Arbeit  präsentierten  Untersuchungen  sollen  helfen,  die  Bedeutung  einer  hMPV-
Infektion im klinisch-pädiatrischen Alltag aufzuklären.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Geräte 
Brutschränke: CO2-begaster Brutschrank, Firma (Fa.) Heraeus, Düsseldorf 
Inkubator C200, Labotect, Meckenheim 
 
Elektrophoresekammern: 
 
Model B1, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Model 41-1825, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
 
Schüttler: 
 
Certomat S, Sartorius BBI Systems InteRNStional GmbH Rocking 
Platform, Biometra GmbH, Göttingen 
 
Sequenzierer: 
 
3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Darmstadt 
 
Spannungsgeräte: 
 
Power Supply Model 500/200, Bio-Rad Laboratories, München 
Power Supply Model 250/2,5, Bio-Rad Laboratories, München 
 
Sterilbänke: 
 
Herasafe, Heraeus Instruments, Hanau 
STERIL-ANTARES, Biohit Deutschland GmbH, Rosbach 
 
Thermocycler: 
 
Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg 
T3 Thermocycler, Biometra GmbH, Göttingen 
 
Vortexer: 
 
Vortex-Genie2, Fisher Scietific GmbH, Schwerte 
 
Waage: 
 
PM 1200, Mettler, Toledo, USA 
 
Wasserbad: 
 
GFL 1038, Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel 
 
Zentrifugen: 
 
Biofuge 13, Heraeus Instruments, Hanau 
Centrifuge 5415 C/5417 C, Eppendorf AG, Hamburg 
Megafuge 1.0, Heraeus Instruments, Hanau 
MULTIFUGE L-R, Heraeus Instruments, Hanau 
TDX Centrifuge TM, Abbott Diagnostica, Wiesbaden 
UJ II KS, Heraeus Instruments, Hanau 
 
3.1.2 Chemikalien 
Agarose SeaPlaque GTG Agarose, Cambrex Bio Science 
Rockland, Inc.; Biozym 
Seakem LE Agarose, Biozym, Oldendorf 
NuSieve GTG Agarose, Biozym, Oldendorf 
 
Ampuwa 
 
Fresenius Kabi, Bad Homburg 
Bacto-Agar Difco, Detroit, USA 
Bacto-Trypton Difco, Detroit, USA 
Bacto Yeast Extract Difco, Detroit, USA 
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Borsäure Merck KGaA, Darmstadt 
Bromphenolblau Serva, Heidelberg 
Eagle‘s-Minimal Essential Medium Biochrom AG, Berlin 
EDTA Merck KGaA, Darmstadt 
Ethanol Merck KGaA, Darmstadt 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Fötales Kälberserum Biochrom AG, Berlin 
Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 
Kaliumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 
di-Natriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt 
Tris-HCl Merck KGaA, Darmstadt 
Trypsin/EDTA-Lösung Biochrom AG, Berlin 
 
3.1.3 Desoxyribonukleinsäure (DNS) – Längenstandard 
1Kb Plus DNS-Marker Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
DNS Molecular Weight Marker VIII Boehringer, Mannheim 
 
3.1.4 Reagenziensysteme 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, Foster City USA 
HiSpeed Midi Qiagen GmbH, Hilden 
HiSpeed Maxi Qiagen GmbH, Hilden 
QIAprep Spin Miniprep Qiagen GmbH, Hilden 
QIAquick-PCR-Purification Kit Qiagen GmbH, Hilden 
RNeasy Mini Kit Qiagen, GmbH Hilden 
Topo-TA Cloning Kit Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
3.1.5 Nährmedien 
Luria-Bertani-Medium (LB-Medium): 
Um  0,5l  LB-Medium  herzustellen  wurden  2,5g  Bacto  Yeast-Extract,  5g  Bacto-Trypton  sowie 
2,5g NaCl in 0,5l destilliertem Wasser gelöst. Es folgte eine 20-minütige Autoklavierung bevor 
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das Medium bei 4°C im Kühlschrank gelagert werden konnte. Fünfzig Mikrogramm Ampicillin 
wurde vor Animpfung der Bakterienkultur in 0,5l LB-Medium hinzugegeben. 
 
LB-Agarplatten mit Ampicillin: 
Die  Herstellung  von  LB-Agarplatten  erfolgte  aus  LB-Medium  unter  zusätzlicher  Verwendung 
von 6,25g Bacto-Agar, die 0,5l LB-Medium hinzugefügt wurden. Nach 20-minütiger Autokla-
vierzeit bei einer Temperatur von 121°C, dem Abkühlen des Mediums und der Zugabe von 50µg 
Ampicillin wurden jeweils 20-30ml des Mediums in Petrischalen gegossen (Durchmesser (Ø): 
10cm). Diese wurden bis zum Gebrauch bei 4°C im Kühlschrank gelagert. 
 
3.1.6 Enzyme 
Restriktionsenzyme: 
EcoRI New England Biolabs, Schwalbach 
 
DNS-Polymerase: 
Thermus aquaticus DNS Polymerase Roche Applied Science, Mannheim 
Thermus aquaticus DNS Polymerase Qiagen GmbH, Hilden 
 
Reverse Transkriptase: 
Omniskript, Sensiskript Reverse Transkriptase Qiagen GmbH, Hilden 
 
3.1.7 Nukleotide 
Desoxyadenosintriphosphat (dATP) (25 nM) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Desoxythymidintriphosphat (dTTP) (25 nM) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Desoxycytosintriphosphat (dCTP) (25 nM) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Desoxyguanosintriphosphat (dGTP) (25 nM) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
 
3.1.8 Primer 
Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Sigma (Deisenhoven) synthetisiert. Die Lage-
rung erfolgte in einer Konzentration von 25pmol/µl, gelöst in RNase-freiem Wasser. Diese 
Stammlösung wurde bei -20°C gelagert. 
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3.1.9 Proben 
3.1.9.1 Rachenspülwasser im Zeitraum 01.10.2001 – 31.03.2004  nges. = 637 
01.10.2001 – 30.09.2002 n = 5 
01.10.2002 – 31.03.2003 n = 300 
01.10 2003 – 31.03. 2004 n = 332 
 
3.1.9.2 Rachenabstriche 
Rachenabstriche von Patienten bei denen klinisch eine akute Otitis media (AOM) vorlag (Praxis 
Dr. Nick, Dr. Schuster, Dr. Ahl, Darmstadt). 
 
Zeitraum 
01.11.2003 – 31.03.2004 n = 104 
 
3.1.9.3 Gewebeproben der Lunge und des Gehirns 
Gewebeprobe 1 Gehirn 
Gewebeprobe 2 Lunge 
 
3.1.10 Schnellteste 
RSV-Schnelltest (RSV-ST) RSV Test Kit, Directigen, Sparks, USA 
Influenza-Schnelltest 
(Influenza-ST) 
Flu A+B Test Kit, Directigen, Sparks, USA 
 
3.1.11 Zellkulturen 
Vero-Zellen 
LLC-MK2-Zellen 
MS-Zellen 
MDCK-Zellen 
RD-Zellen 
HEF-Zellen 
 
3.1.12 Stammlösungen 
Ampicillin 50 mg/ml (H2O) 
Ethidiumbromid 10 mg/ml 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Kultivierung verschiedener Zelllinien 
Alle frisch eingetroffenen Proben wurden im Rahmen der täglichen Routine auf verschiedene 
Zelllinien ausgeimpft, welche dann und auf virusspezifische CPE untersucht wurden. Von den 
Zellkulturüberständen wurde spätestens nach 3 Wochen eine hMPV-PCR durchgeführt. 
 
Material: 
EMEM-Earle  (Biochrom AG, Berlin) 
Fötales Kälberserum (Biochrom, Berlin) 
 
Die in der Routine verwendeten Zellen wurden in 75cm2-Gewebekulturflaschen mit Schraubver-
schluss angezüchtet. Diese wurden bei 37°C in wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5%-CO2 
bebrütet. EMEM wurde unter dem Zusatz von 10% Kälberserum, L-Glutamin und Streptomy-
cin/Penicillin G als Kulturmedium verwendet. 
Um Zellen zu passagieren wurde das in den Kulturflaschen befindliche Medium abgegossen und 
die in der Flasche verbliebenen Zellen mit 10ml Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) gewa-
schen. Anschließend wurde durch die Zugabe von 5ml Trypsin /EDTA und Inkubation im Brut-
schrank für 3 Minuten ein vollständiges Ablösen der Zellen vom Flaschenboden erreicht. Anzu-
merken ist, dass es sich bei Trypsin um ein zu den Proteasen gehörendes Enzym handelt. Es ist in 
der Lage, die Verbindungen der Zellen untereinander sowie die Zell-Matrix-Verbindungen zu 
spalten. 
Die abgelösten Zellen wurden dann durch die Zugabe von 30-50ml EMEM (+10%-FKS) resus-
pendiert. Hiervon wurden anschließend 10ml in eine neue Flasche mit 30-50ml frischem Medium 
pipettiert und mit nicht vollständig zugedrehtem Deckel bei 37°C mit 5%-CO2-Atmosphäre in 
den Brutschrank zurückgestellt, bis sich ein neuer konfluierender Zellrasen gebildet hatte. 
Um eine Zellkultur zu beimpfen wurden 100µl der Probe in eine Zellkulturflasche (75cm2) gege-
ben und diese im Brutschrank mit geschlossenem Deckel bei 37°C bebrütet. Ein Mediumwechsel 
sowie optische Kontrollen und Dokumentation erfolgten alle 3 Tage. Wenn nach 3 Wochen kein 
hMPV-typischer CPE zu erkennen war und die hMPV-PCR negativ ausfiel, wurden die beimpf-
ten Zellkulturflaschen verworfen. 
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3.2.2 RNS Isolierung mit dem RNeasy Protect Kit 
Die Isolierung der RNS aus den gesammelten Rachenspülwassern, Abstrichen und Gewebepro-
ben erfolgte mit dem RNeasy Protect Kit (Qiagen). Um eine Stabilisierung der RNS zu erreichen 
wurden alle Proben entsprechend der Herstellerangaben mit RNAlater-Puffer versetzt. Hierdurch 
wurde eine Haltbarkeit der RNS in Abhängigkeit von der Lagerungstemperatur bis zu mehreren 
Jahren erreicht (Uhlenhaut et al. 2005). 
Das Prinzip dieses Kits beruht darauf, dass die Proben mit einem Guanidin-Isothiocyanat-Puffer 
(GITC-Puffer) lysiert und homogenisiert sowie RNasen inaktiviert werden. Anschließend wird 
die RNS an eine Membran aus Silikagel gebunden, gewaschen und mit RNase-freiem Wasser 
eluiert. Auf diese Weise können RNS-Moleküle, die länger als 200 Nukleotide sind, sicher iso-
liert und angereichert werden. Kleinere RNS-Moleküle [5.8S (~160nt), 5S (~120nt), tRNSen 
(~90nt)], die ca. 15-20% der gesamten RNS ausmachen, werden unter den genannten Bedingun-
gen nicht quantitativ gebunden. 
Die Vorgehensweise wurde nach den Angaben des Herstellers mit dem Protokoll „Isolierung aus 
tierischen Geweben und Zellen“ durchgeführt, als Lysepuffer wurde RLT verwendet. 
 
Material: 
RNAlater-Puffer 
RNeasy Filtersystem 
Sammelröhrchen (1,5ml und 2,0ml) 
RLT-Puffer 
β-Mercaptoethanol (1µl β-Mercaptoethanol/1ml RLT Puffer) 
RW1-Puffer 
RPE-Puffer 
96-100%-Ethanol (Mischungsverhältnis RPE-Puffer/Ethanol: 1 : 4) 
70%-Ethanol 
RNase-freies Wasser 
 
Durchführung: 
Vor Gebrauch des RLT-Puffers musste dieser mit β-Mercaptoethanol versetzt werden (1µl β-
Mercaptoethanol/1ml RLT-Puffer). Bei der Vorbereitung des RPE-Puffers war das Mischungs-
verhältnis mit 96-100% Ethanol 1 : 4. 
Das verwendete Probenvolumen betrug abhängig von der zur Verfügung stehenden Probenmenge 
100µl oder 200µl. Die Probe wurde in einem 2ml-Sammelröhrchen mit 200µl RLT-Puffer 
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(GITC-enthaltender Puffer) versetzt und bei maximaler Geschwindigkeit (13.000rpm) in einer 
Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde mit einer Pipette in ein neues Sammelröhr-
chen überführt und mit 400µl 70%-Ethanol mit Hilfe der Pipette vermischt. Anzumerken ist, dass 
Alkohol die selektive Bindung der RNS an das Silikagel fördert. 
Anschließend wurden 700µl dieses Volumens in das RNeasy Filtersystem überführt und bei 
10.000rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Hiernach erfolgte ein einmaliger 
Waschvorgang mit 700µl RW1-Puffer und 2 Mal mit 500µl RPE. Zwischen jedem dieser Schritte 
wurde 2min mit 10.000rpm zentrifugiert und der Durchfluss jeweils verworfen. Um ein möglichst 
sauberes Arbeiten zu gewährleisten wurde zwischen den Waschvorgängen mit Puffer RW1 und 
RPE das Sammelröhrchen gewechselt. Hiernach wurde zum Trocknen des Silikagels einmalig 
mit maximaler Geschwindigkeit für 1min zentrifugiert und danach das Filtersystem in ein 1,5ml-
Sammelröhrchen gestellt. Zum Eluieren der RNS wurden anschließend 30µl RNase-freies Wasser 
auf das Filtersystem gegeben und bei 13000rpm für 1min zentrifugiert. Das gewonnene Eluat 
wurde direkt für die RT-PCR verwendet. Das restliche Eluat wurde bei -70°C bis nach erfolgrei-
chem Abschluss der hMPV-PCR archiviert. Alle Vorgänge erfolgten unter Einhaltung der Her-
stellerangaben. 
 
3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Diese 1983 von Mullis entwickelte Methode ermöglicht mittels einer enzymkatalysierten Reakti-
on die in-vitro-Vervielfältigung spezifischer DNS-Abschnitte innerhalb kurzer Zeit und mit hoher 
Kopienzahl.  Bei  der  PCR  handelt  es  sich  um  eine  äußerst  sensitive  Methode  zum  Nachweis 
von DNS, da schon geringe Mengen Ausgangsmaterial für eine Reaktion ausreichen. 
Notwendig hierfür sind Kenntnisse über die DNS-Sequenzen, die an den Enden des zu amplifi-
zierenden Bereiches liegen. Der Reaktionsansatz enthält neben den entsprechend synthetisierten 
Oligonukleotidprimern, die eine Länge von 20-25 Basen haben sollten, die meistens doppelsträn-
gige Template-DNS, alle vier Desoxynukleosid-Triphosphate (dNTPs) MgCl2 und eine hitzesta-
bile DNS-Polymerase mit entsprechendem Reaktionsspuffer. 
Die Reaktion erfolgt in drei Schritten und beginnt mit der Denaturierung des Templates bei Tem-
peraturen  zwischen  92°C  und  96°C.  Im  Folgeschritt  hybridisieren  die  Primer  bei  abgesenkter 
Temperatur an komplementären Abschnitten an der Matrizen-DNS (Annealing). Die Annealing-
temperatur ergibt sich aus den Schmelztemperaturen der Primer, basierend auf deren Länge und 
Basenzusammensetzung. Im nachfolgenden Polymerisationsschritt (Elongation) erzeugt die ein-
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gesetzte DNS-Polymerase vom 3’-OH-Ende der Primer einen komplementären Strang zur Matri-
zen-DNS. Aufgrund der hohen eingesetzten Temperaturen zur Denaturierung von 94-96°C muss 
das verwendete Enzym hitzestabil sein. Diese Polymerasen werden von thermophilen Bakterien 
exprimiert und können daher auch aus diesen gewonnen werden. Die bei der Polymerisation sehr 
häufig  verwendete  Taq-Polymerase  wird  aus  dem  Bakterium  Thermophilus  aquaticus  isoliert. 
Das Temperaturoptimum dieses Enzyms liegt bei 72°C und es ist in der Lage, ein Fragment von 
ca. 1000bp/min zu synthetisieren. Indem Denaturierung, Annealing und Polymerisation zyklisch 
wiederholt werden und die jeweils erzeugten DNS-Amplifikate wiederum als Matrize dienen, 
nimmt die Menge des PCR-Produktes exponentiell zu. Um bei der Kettenreaktion eine vollstän-
dige Denaturierung zu erreichen wird der zyklischen Vervielfältigung eine Prä-Denaturierung bei 
94°C für 5min vorgeschaltet. Gleichermaßen wird zur Sicherstellung einer kompletten Elongation 
der Endprodukte eine finale bis zu 10-minütige Phase unter entsprechenden Bedingungen (Tem-
peratur) der zyklischen Amplifikation nachgeschaltet. Die einzubauenden Nukleotide liegen als 
Desoxyribonukleotide vor und binden zur Strangverlängerung an das 3’-OH-Ende der wachsen-
den Kette. Durch eine Optimierung der MgCl2 -Konzentration kann die enzymatische Aktivität 
der Taq-Polymerase gesteigert werden. Der Einsatz von computergesteuerten PCR-Cyclern er-
möglicht eine vollautomatische Durchführung und Optimierung der PCR. 
 
3.2.3.1 Nested-PCR 
Die Technik der Nested-PCR ermöglicht eine Erhöhung der Sensitivität und Spezifität einer PCR. 
Ein mit dem ersten Primerpaar erzeugtes DNS-Produkt dient als Matrize für ein zweites innerhalb 
des ersten Paares liegenden Primerpaares (Nested-PCR). Dadurch entsteht ein PCR-Produkt, das 
innerhalb des ersten liegt. 
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Abb. 2: Prinzip der Nested-PCR 
     DNA-Doppelstrang 
     Primer 
 
3.2.3.2 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
Das aus einem RNS-Transkript (z.B. mRNS) gewonnene Produkt ist die komplementäre DNS 
(englisch: complementary DNS, cDNS). Auch kleinste Mengen RNS werden dabei durch das 
Enzym Reverse Transkriptase (erstmals 1970 von Baltimore, Temin und Mitsutami in Retroviren 
entdeckt, Nobelpreis 1975) detektiert und umgeschrieben. Das cDNS-Produkt wird dann mit spe-
zifischen PCR-Primern amplifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde die RT-PCR für den 
Nachweis der RNS-Viren mittels OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) durchgeführt. Die Herstellung 
des Mastermix und der Cyclerkonditionen erfolgte nach den Protokollangaben des Herstellers. 
Die in dieser Arbeit verwendeten Primer, Reaktionsansätze und Cyclerprogramme sind im Fol-
genden tabellarisch aufgeführt: 
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Primer 
 
Oligonukleotidsequenz 
 
111s 
 
AGAGTCTCAGTACACAATMAAAAGAG 
 
750as 
 
TGCTTTGCTGCCTGTAGATGATGAG 
 
114s 
 
AGAGTCTCAGTACACAATMAAAAGRGATG 
 
442as 
 
GCCATTGTTTTYCTTGCYTC 
 
Tab. 3:  Oligonukleotid-Primer (Sigma, Deisenhoven) 5’→3’-Richtung (Viazov et al. 2003) 
 
 
Komponenten 
 
Mengenangabe 
 
dNTP (100mM) 
 
4 
 
µl 
5×RT-PCR Puffer 10 µl 
RT-PCR Enzym Mix 2 µl 
111s-Primer (25pmol/µl) 2 µl 
750as-Primer (25pmol/µl) 2 µl 
Eluat mit RNS 5 µl 
RNase-freies Wasser 25 µl 
∑ 50 µl 
 
Tab. 4:  Pipettierschema für den hMPV-PCR Ansatz der 1. Runde (OneStep RT-PCR Kit, Qiagen) 
 
 
Komponenten 
 
Mengenangabe 
 
dNTP (100mM) 
 
3 
 
µl 
10×PCR Puffer 5 µl 
Enzym-Mix 1 µl 
114s-Primer (25pmol/µl) 0,5 µl 
442as-Primer (25pmol/µl) 0,5 µl 
MgCl2 (25mM) 1 µl 
Template 5 µl 
RNase-freies Wasser 34 µl 
∑ 50 µl 
 
Tab. 5:  Pipettierschema für den hMPV-PCR Ansatz der 2. Runde (Expand High Fidelity PCR System, 
 Roche) 
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Schritt 
 
Temperatur 
 
Zeit 
 
Zyklenanzahl 
 
Reverse Transkription 
 
60 
 
°C 
 
30 
 
min 
 
1 
 
× 
PCR Aktivierung 95 °C 15 min 1 × 
Denaturierung 95 °C 30  sec 40 × 
Annealing (Anlagerung) 52 °C 30 sec 40 × 
Elongation (Verlängerung) 72 °C 1 min 40 × 
Terminale Elongation 72 °C 5 min 1 × 
Kühlung 4 °C ∞* 1 × 
 
* Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben im Cycler bei 4°C gekühlt 
Tab. 6:  Temperaturprofil RT-PCR (1. Runde) 
 
 
Schritt 
 
Temperatur 
 
Zeit 
 
Zyklenanzahl 
 
Denaturierung 
 
94 
 
°C 
 
2 
 
min 
 
1 
 
× 
Denaturierung 94 °C 30 sec 40 × 
Annealing (Anlagerung) 53 °C 30 sec 40 × 
Elongation (Verlängerung) 72 °C 45 sec 40 × 
Terminale Elongation 72 °C 5 min 1 × 
Kühlung 4 °C ∞* 1 × 
 
Tab. 7:  Temperaturprofil Standard-PCR der 2. Runde 
 
Durchführung: 
Für die Reaktionen der ersten sowie der zweiten Runde wurde jeweils ein Mastermix erstellt, der 
die in den Tab. 4 und Tab. 5 aufgelisteten Reagenzien enthielt. Fünfundvierzig Mikroliter des 
Mastermixes wurden zuerst in 0,2ml-Reaktionsgefäße vorgelegt und dann mit dem Eluat (Pro-
dukt der RNS-Isolierung) oder dem Template (Produkt der ersten Runde) versehen und gut ge-
mischt. Durch diese Reihenfolge konnte einerseits Material gespart und unspezifische Reaktionen 
bzw. RNS-Degenerationen minimiert werden. Die folgende PCR wurde nach den in den Tab. 6 
und 7 beschriebenen Cyclerprogrammen durchgeführt. Das Erstellen der Mastermixe erfolgte in 
einem Prae-PCR-Bereich. 
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3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Material 
 
Mengenverhältnisse 
 
5×Tris-Borat-EDTA-Puffer (Stock) 
(TBE-Puffer)* 
1 : 5 verdünnt mit H2O 
 
54 g Tris-Base 
27,5 g Borsäure 
20ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) H2O ad 1000ml 
 
LE-Agarose* 
 
1,5 g 
GTG-Agarose* 0,5 g 
Ethidiumbromid* 5 µl/100ml Gellösung 
Längenstandard 1 kb Längenstandard 
Gelladepuffer 0,25%-Bromphenolblau 
40%-(w/v)-Saccharose in Aqua bidest 
 
Tab. 8:  Ansatz der Agarose-Gelelektrophorese 
 
Durchführung: 
Vom tabellarisch skizzierten Ansatz wurden die gekennzeichneten Substanzen (*) mit einem 
Mikrowellenherd bei 600W zum Kochen gebracht, bis sich die Agarose vollständig gelöst hatte. 
Nach Abkühlen durch Schwenken des Becherglases auf ca. 50°C und dem Auffüllen der ver-
dampften Wassermenge mit destilliertem Wasser wurde die Agarose-Masse luftblasenfrei in die 
Gelkammer  gegossen.  Hiernach  wurde  der  Kamm  vorsichtig  eingesetzt  und  noch  vorhandene 
Luftblasen mittels einer Pipettenspitze entfernt. Nachdem das Gel nach ca. 45min bei Raumtem-
peratur ausgehärtet war, konnte der Kamm vorsichtig entfernt und der Gelträger in die mit TBE-
Puffer gefüllte Elektrophoresekammer gelegt werden. Anzumerken ist, dass auch hier einge-
schlossene Luftblasen entfernt werden sollten. Die durch den Kamm entstandenen Vertiefungen 
konnten anschließend mit 10µl PCR-Produkt und 2µl Gelladepuffer beladen werden Die Zuord-
nung der Größe der PCR-Produkte erfolgte anhand eines Vergleichs mit einem aufgetragenen 
Längenstandard. Die Laufzeit betrug bei 130V ca. 30-40min. Anschließend wurden die aufge-
trennten und gefärbten Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht. Diese konnten dann fotografiert 
oder zur weiteren Verarbeitung ausgeschnitten werden. 
 
3.2.5 Verwendung von QIAquick-PCR Purification Kit (Qiagen) 
Zur Analyse der DNS (Sequenzierung, Klonierung) ist eine Aufreinigung der Amplifikate essen-
tiell. Hierfür wurde das QIAquick-PCR Purification Kit der Firma Qiagen verwendet, mit dem 
sich PCR-Produkte von niedermolekularen, überschüssigen Stoffen wie Primern und Desoxy-
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nukleotiden befreien lassen. Das Prinzip der Aufreinigung erfolgt analog zu anderen DNS-
Reinigungs-Kits von Qiagen: Die DNS wird unter Hochsalzbedingungen an eine Silika-
Gelmembran selektiv gebunden, in mehreren Waschschritten gereinigt und schließlich durch ei-
nen Elutionspuffer niedriger Ionenstärke eluiert. Die Arbeitsvorgänge erfolgten nach den Anga-
ben des Herstellers. In dieser Arbeit wurde diese Methode vor allem für die DNS-Klonierung und 
-Sequenzierung angewendet. 
 
Material: 
QG-Puffer pH ≤7,5 
PE-Puffer 
96-100%-Ethanol (Mischungsverhältnis PE-Puffer/Ethanol nach Herstellerangaben) 
100%-Isopropanol 
Ampuwa 
QIAquick Filtersystem 
 
Durchführung: 
Die entsprechende Bande wurde mit einem scharfen Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten, 
anschließend gewogen und mit der dreifachen Menge QG-Puffer in ein 2ml-Sammelröhrchen 
gegeben (100mg ~ 100µl). Dieses wurde dann für 10min bei 50°C in einem Wasserbad inkubiert, 
bis sich das Gel vollständig aufgelöst hatte. Danach wurde der ausgeschnittenen Gelmenge ent-
sprechend 1 Volumenanteil Isopropanol hinzugefügt und die erhaltene Suspension in ein QIA-
quick Filtersystem pipettiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt für 1min bei 13.000rpm. Der 
Durchfluss wurde verworfen. Zum Waschen der DNS wurden 750µl PE-Puffer hinzu gegeben 
und 2 weitere Zentrifugationsschritte bei 13.000rpm zwischengeschaltet, um letztlich mit 50µl 
destilliertem Wasser die DNS in ein neues 1,5ml-Sammelröhrchen zu eluieren. 
 
3.2.6 Klonierung mit dem TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) 
Die molekulare Klonierung ist ein Verfahren der Gentechnologie zur Selektion und Züchtung 
z.B. von Bakterien, die ein identisches, fremdes DNS-Fragment enthalten, das mittels eines Vek-
tors in die Zelle integriert wurde. Bei Vektoren handelt es sich meist um zirkuläre DNS-Moleküle 
(Plasmide mit einer Größe von 3000-5000bp), die multiple Klonierungsstellen (englisch: Multip-
le Cloning Site, MCS) besitzen und sich anhand ihrer Schnittstellen für Restriktionsenzyme als 
Träger für die Integration fremder DNS eignen. Sie sind durch eigene Startsequenzen zur Repli-
kation befähigt. 
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Der für die Klonierung vorgesehene Vektor und das DNS-Fragment werden mit Restriktionsen-
donukleasen an definierten Sequenzen geschnitten. Dabei entstehen entweder glatte Enden 
(blunt-ends) oder überhängende Enden (sticky-ends = klebrige Enden). An den überhängenden 
Enden können sich DNS-Stücke mit komplementären einzelsträngigen Enden über sich ausbil-
dende Wasserstoffbrückenbindungen anlagern. Mit Hilfe einer Ligase kommt es dann zur kova-
lenten Bindung durch Phosphodiesterbrücken. Die Verknüpfung glatter Enden kann nur direkt 
mittels einer DNS-Ligase erfolgen. 
Die Aufnahme des Vektors mit dem entsprechenden DNS-Fragment in ein Bakterium wird als 
Transformation bezeichnet. Hierzu muss das Bakterium jedoch die Fähigkeit besitzen, jenes auch 
aufzunehmen. Dies wird als Kompetenz bezeichnet. Die bei der Klonierung verwendeten Esche-
richia-coli-Stämme (E. coli) sind nur in begrenztem Umfang in der Lage DNS aufzunehmen. Um 
diese Bakterien wirksam zu transformieren müssen die Zellen chemisch oder physikalisch behan-
delt werden. Chemisch geschieht dies über die Zugabe von Calciumchlorid, physikalisch werden 
durch elektrische Felder Poren in den Membranen erzeugt, die eine Aufnahme von DNS möglich 
machen. Zur Kultivierung werden die Zellen auf Agarnährböden ausplattiert, die zur Selektion 
mit einem Antibiotikum versetzt werden. Die Vektoren, die für die Transformation benutzt wer-
den, enthalten mindestens ein Gen, das eine Resistenz gegen dieses Antibiotikum aufweist. Damit 
ist gesichert, dass nur die Bakterien wachsen können, die ein Plasmid mit dem Resistenzgen auf-
genommen haben. 
 
3.2.6.1 TOPO-Ligation 
Die für die PCR verwendete Taq-Polymerase besitzt Transferaseaktivität, die unabhängig von der 
Matrize ist. Diese synthetisiert einen Überhang von jeweils einem A am 3’-Ende des synthetisier-
ten Stranges. Die TOPO TA-Vektoren (Vektor pCR4 Topo) (Abb. 3) liegen linearisiert vor und 
haben einen Überhang von einem T (5’-CCCTT), der sich mit dem komplementären A-Überhang 
paaren kann. 
Zur Erzeugung eines Konstruktes aus dem pCR4-TOPO-Vektor und der amplifizierten DNS wird 
das Enzym Topoisomerase I aus dem Vakzinia Virus benötigt. Die Topoisomerase I ist spezifisch 
über einen Tyrosylrest gebunden. Die bei der Spaltung der Phosphodiesterbrücken des Stranges 
frei werdende Energie wird zur kovalenten Bindung zwischen einzusetzender DNS-Sequenz und 
Vektor genutzt. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass Vektoren ohne Insert zwar aufgenommen 
werden, aber nicht ligiert sind und daher Bakterien, die den Vektor ohne Insert aufgenommen 
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haben, nicht auf einer Ampicillin-haltigen Agarplatte wachsen können. Damit hat jede entstande-
ne Kolonie auch ein Plasmid mit Insert. 
 
Durchführung: 
Vier Mikroliter des aufgereinigten amplifizierten PCR-Produktes wurden entsprechend der Her-
stellerangaben mit jeweils 1µl der im Kit enthaltenen Salzlösung und 1µl Vektorlösung gemischt 
und bei Raumtemperatur (RT: 22-23°C) für 5min inkubiert. Dieser Ligationsansatz konnte im 
direkten Anschluss daran zur Transformation mittels Hitzeschock im Wasserbad weiterverarbei-
tet werden. 
 
 
Abb. 3: Vektorkarte des pCR4 Topo-Expressionsvektors 
(aus: Invitrogen, Instruction manual zum TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, 2004) 
 
3.2.6.2 Hitzeschock-Transformation 
Durchführung: 
Bei  dem  von  Invitrogen  zur  Transformation  verwendeten  Wirtsbakterium  handelt  es  sich  um 
kompetente E. coli-Bakterien des TOPO TA Cloning Kits. In einem 1,5ml-Sammelröhrchen wur-
den 2µl des Ligationsansatzes mit 50µl E. coli-Bakterien vermischt und für 30min auf Eis inku-
biert. Hierbei kommt es zu einer Anlagerung der Plasmide an die Bakterien. Danach erfolgte der 
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Hitzeschock für 30sec bei 42°C in einem vorbereiteten Wasserbad, bei dem es zur Aufnahme der 
Plasmide über eine vermehrte Durchlässigkeit der Membranen in die kompetenten E. coli-
Bakterien kommt. Unmittelbar daran anschließend wurden die Ansätze wiederum für 3min auf 
Eis gelegt, bevor sie mit dem auf Raumtemperatur gebrachten 250µl S.O.C.-Medium versetzt und 
bei 37°C 1h bei 200rpm auf einem Schüttler inkubiert wurden. Fünfzig Mikroliter dieses Ansat-
zes wurden auf einer auf 37°C vorgewärmten Ampicillin-haltigen Agarplatte ausplattiert. Es folg-
te eine Inkubation der beimpften Agarplatten im Brutschrank bei 37°C für mindestens 8h. 
 
3.2.6.3 Selektion und Kontrolle der gepickten Klone 
Durchführung: 
Von den im Brutschrank über Nacht bebrüteten transformierten E. coli-Bakterien wurden von 
jeder Agarplatte 10 Kolonien mittels der Spitze einer sterilen Pipette aufgenommen und in 3ml 
mit 50µg Ampicillin versetztem, flüssigem LB-Medium über mindestens 8h bei 200rpm im 
Schüttler weiter kultiviert. Bei den einklonierten Sequenzen handelte es sich um hMPV-positive 
PCR Produkte der 2. Runde. Zur Überprüfung der durchgeführten Transformation und Identifi-
zierung der Klone wurde jeweils eine hMPV-PCR der 2. Runde durchgeführt. 
 
3.2.6.4 Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterien 
Die Isolierung mit dem QIAprep Spin Miniprep erlaubt eine Reinigung von ca. 15µg Plasmid-
DNS pro Ansatz aus den E. coli-Kulturen, die das zu isolierende Plasmid enthalten. Unter alkali-
schen Bedingungen werden die Zellenmembranen in Anwesenheit von SDS lysiert (Puffer P2), 
so dass die in der Zelle enthaltenen Zellbestandteile freigesetzt und aufgrund des vorherrschenden 
pH-Wertes denaturiert werden. Bei der folgenden Neutralisierung mittels Puffer N3 kommt es zur 
Präzipation der Proteine, der chromosomalen DNS, des SDS sowie der Zelltrümmer. Diese Be-
standteile werden nach Zentrifugation mit dem entstehenden Durchfluss verworfen. Die Plasmid-
DNS jedoch renaturiert aufgrund ihrer geringen Größe und verbleibt im Filtersystem. Die noch 
verbliebene RNS wird durch die in Puffer P1 vorhandene RNase vollständig abgebaut. Die zu 
isolierende Plasmid-DNS scheidet sich unter Hochsalzbedingungen an einer Silicagelmembran 
(QIAprep Spin Column) ab und wird durch mehrere Waschvorgänge mit Puffer PE von noch 
verbliebenen Verunreinigungen befreit und schließlich in einer geringen Salzkonzentration und 
bei alkalischem pH-Wert mittels Puffer EB eluiert. 
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Puffer 
 
Zusammensetzung 
 
Puffer P1 (Resuspensionspuffer) 
 
50 mM Tris-Cl, pH 8,0, 10mM EDTA, 
100 µg/mlRNSse A 
 
Puffer P2 (Lysepuffer) 
 
200 mM NaOH, 1% SDS (w/v) 
 
Puffer N3 (Neutralisationspuffer) 
 
Chaotrope Salze, Guanidinium Hydrochlorid, 
Essigsäure 
 
Puffer PB (Adsorptionspuffer) 
 
Chaotrope Salze, Guanidinium Hydrochlorid, 
Isopropanol 
 
Puffer PE (Waschpuffer) 
 
Ethanol 
Puffer EB (Elutionspuffer) 10 mM Tris-Cl, pH 8,5 
 
Tab. 9:  Puffer und deren Zusammensetzung QIAprep Miniprep (Qiagen) 
 
Durchführung: 
3ml der Übernachtkulturen wurden bei 13.000rpm für 10min zentrifugiert; der Überstand wurde 
verworfen  und  das  entstandene  Zellpellet  mit  250µl  Puffer P1  resuspendiert.  Danach  wurden 
250µl Puffer P2 zur Lyse hinzu gegeben und durch Invertieren des Sammelröhrchens vorsichtig 
gemischt. Dieser Ansatz wurde dann bei Raumtemperatur für 2min inkubiert und mit 350µl Puf-
fer N3 zur Neutralisation versehen. Direkt nach Zugabe des Neutralisationspuffers musste durch 
mehrmaliges Invertieren gemischt werden. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 
13.000rpm für 10min bevor der entstandene Überstand mit dem enthaltenen Plasmid auf eine 
QIAprep-Spin-Säule aufgetragen und wiederum für 1min bei 13.000rpm zentrifugiert werden 
konnte. Der Durchfluss wurde verworfen und es folgte die Zugabe von 500µl Puffer PB, 500µl 
und 750µl Puffer PE, wobei jeweils ein Zentrifugationsschritt für 1min bei 13.000rpm dazwi-
schen geschaltet war. Der entstandene Duchfluss wurde stets verworfen. Für die Elution der 
Plasmid-DNS wurde die Säule in ein neues Auffanggefäß überführt und 30µl Elutionspuffer auf-
getragen, 1min bei Raumtemperatur inkubiert und wiederum bei 13.000rpm für 1min zentrifu-
giert. Bis zur Weiterverwertung wurde die Plasmid-DNS bei 4°C im Kühlschrank oder bei -20°C 
im Eisschrank gelagert. 
 
3.2.7 DNS-Sequenzierung 
Unter der DNS-Sequenzanalyse wird die Ermittlung der Reihenfolge der Nukleotide in einem 
DNS-Molekül verstanden (Sanger et al. 1977). 
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Die durchgeführte Sequenzierung der PCR-Amplifikate erfolgte nach der enzymatischen Ketten-
abbruchsmethode nach Sanger (Sanger et al. 1977). Dabei wurden unter Verwendung des BigDye 
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit zyklische Sequenzreaktionen mit anschließender Auftren-
nung der Sequenzierprodukte in einem automatischen Sequenzier-Automaten (Applied Biosys-
tems) durchgeführt. Das Reaktionsgemisch bestand aus fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleo-
sidtriphosphaten (ddNTPs) A, C, G, T und unmarkierten dNTPs, einer AmpliTaq-DNS-
Polymerase-FS aus der F667Y-Familie der Taq-Polymerasen sowie der aufgereinigten PCR-DNS 
als Basismaterial. 
Bei den verwendeten Didesoxynukleotiden fehlt die Hydroxylgruppe am 3’-Kohlenstoffatom. 
Dies führt bei Einbau zu einem Abbruch der Kettenverlängerung, da nur eine Phosphodiesterbin-
dung zwischen dem eigenen 5’-Kohlenstoffatom und dem 3’-Kohlenstoffatom des vorhergehen-
den Nukleotids möglich ist. Ermöglicht wird dieser Einbau durch eine Mutation im aktiven Zen-
trum der AmpliTaq-DNS-Polymerase-Fs, aufgrund derer keine Unterscheidung zwischen dNTPs 
von ddNTPs möglich ist. Dadurch werden markierte ddNTP und unmarkierte dNTP gleicherma-
ßen eingebaut. 
Aufgrund des Kettenabbruchs beim Einbau der ddNTPs kommt es zu DNS-Fragmenten unter-
schiedlicher Länge, die jeweils am 3’-Ende mit einem für die Base spezifischen Fluoreszenzfarb-
stoff  markiert  sind  (Tab. 10).  Im  Sequenzierautomaten  werden  diese  kapillarelektrophoretisch 
aufgetrennt und anhand der durch einen Laser induzierten Fluoreszenz detektiert. 
 
 
Base 
 
Fluoreszenzfarbstoff 
 
Wellenlänge (Farbe) 
 
Adenin 
 
R6G 
 
grün 
Thymin TAMRA rot 
Guanin R110 schwarz 
Cytosin ROX blau 
 
Tab. 10: Fluoreszenzmarkierung der vier Basen am 3’-Kohlenstoffatom 
 
Durchführung: 
Die Sequenzierung mit dem Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit erfolgte pro Probe in 
je einer Reaktion für beide Strangrichtungen. Die Reaktion wurde entsprechend den in Tab. 11 
gemachten Angaben mit den Primern der Tab. 3 in einem 0,2ml-Reaktionsgefäß durchgeführt. 
Die Zyklussequenzierung erfolgte nach den in Tab. 12 aufgeführten Parametern. Um Lesefehler 
des Sequenzers durch Reaktionskomponenten zu minimieren wurden die Sequenzierprodukte mit 
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Hilfe von Sephadex-Platten von überschüssigen dNTPs, ddNTPs, Salzen und Polymerasen be-
freit. Hierfür wurden ca. 3g Sephadex G 50 in eine Multi-Screen-Platte gegeben und je Vertie-
fung mit 300µl RNase-freiem Ampuwa aufgegossen. Dieser Ansatz wurde zum Quellen bei 4°C 
im Kühlschrank für 3-4h gelagert. Um das überschüssige Wasser zu entfernen wurde nach ent-
sprechender Inkubationszeit bei 910g für 5min zentrifugiert. Anschließend konnten die Proben 
auf das gequollene Sephadex aufgebracht und die Sequenzierung mit dem 3130 Genetic Analyzer 
begonnen werden. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit den Programmen DNSDIST und 
NEIGHBOR, version 5.5c (Felsenstein 1993, Department of Genetics, University of Washington, 
Seattle, USA). 
 
 
Komponente 
 
Mengenangabe 
 
Terminator Ready Reaction Mix 
 
4 
 
µl 
gereinigtes PCR-Amplifikat/Plasmid 3 µl 
Primer 3 µl 
H2O ad 20 µl 
∑ 20 µl 
 
Tab. 11: Reaktionsansatz für die Sequenzierung 
 
 
Schritt 
 
Temperatur 
 
Zeit 
 
Zyklen 
 
Denaturierung 
 
94 
 
°C 
 
5 
 
min 
 
1 
 
× 
Denaturierung 94 °C 45 sec 40 × 
Annealing (Anlagerung) 55-65 °C 30 sec 40 × 
Elongation (Verlängerung) 72 °C 45 sec 40 × 
terminale Elongation 72 °C 10 min 1 × 
Kühlung 4 °C ∞ 1 × 
 
Tab. 12: Temperaturprofil der Sequenzierreaktion 
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4 Ergebnisse 
4.1 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
Die Isolierung der RNS aus den gesammelten Rachenspülwassern, Abstrichen und Gewebepro-
ben erfolgte mit dem RNeasy Protect Kit von Qiagen. Um eine Stabilisierung der RNS zu errei-
chen wurden alle Proben entsprechend der Herstellerangaben mit RNAlater-Puffer versetzt und 
bei -20°C gelagert. Hierdurch wurde eine Verlängerung der Haltbarkeit der RNS in Abhängigkeit 
von der Lagerungstemperatur von bis zu mehreren Jahren erreicht. Ausgehend von dem von Via-
zov und seiner Arbeitsgruppe 2003 publizierten RT-PCR-Protokoll wurde in dieser Arbeit mit 
Hilfe eines Temperatur-Gradienten-Thermocyclers herausgefunden, dass die optimale Annealing-
Temperatur für die RT-PCR bei 52°C und für die Nested-PCR bei 53°C lag. Sowohl die Denatu-
rierungs- als auch die Elongationstemperatur für die Nested-PCR wurde von den von Viazov et 
al. (2003) gemachten Angaben übernommen. Bei der RT-PCR hingegen wurde die Denaturie-
rungstemperatur auf 95°C erhöht. Durch eine Optimierung der MgCl2 -Konzentration in der 
Nested-PCR konnte anhand mehrerer Verdünnungsreihen die Sensitivität der Amplifikation wei-
ter gesteigert werden. Hierdurch gelang es, die Nachweisbarkeit von hMPV-RNS bis auf eine 
Verdünnung von 10-6 (Kopienzahl 22/µl) zu steigern. Das zu erwartende Erstrundenprodukt hatte 
eine Größe von ca. 640bp, das Produkt der 2. Runde von ca. 320bp. 
Im Zeitraum vom 01.10.2001- 31.03.2004 wurden 743 von in der Virologie Bonn gelagerten Ra-
chenspülwasser der Kinderklinik der Universität Bonn aufgearbeitet, mittels PCR untersucht, 
teilweise kloniert und sequenziert. Zudem wurden die entsprechenden Krankendaten positiv ge-
testeter Patienten gesichtet um mögliche Besonderheiten in Symptomatik oder Verlauf zu detek-
tieren. Hierbei fielen zum einen ein Patient mit einer Enzephalitis unklarer Genese, zum anderen 
ein anderer Patient mit einer akuten Exazerbation eines Asthma bronchiale auf, die beide zuvor 
einen Infekt unklarer Genese der oberen Atemwege zeigten. Auf diese beiden Fälle wird im Ver-
lauf dieser Arbeit noch genauer eingegangen. Von insgesamt 743 untersuchten Proben wurden 
102 (13,7%) positiv auf hMPV-RNS getestet.  
 
4.2 Neue Aspekte in der Pathogenese des hMPV 
4.2.1 Das hMPV als Trigger einer akuten Asthma bronchiale Exazerbation 
Im Jahr 2001 wurde Asthma bronchiale noch definiert als eine vorwiegend funktionelle Störung 
des Bronchialbaumes, bei der klinisch anfallsweise Zustände reversibler Obstruktion mit einer 
vorwiegend expiratorischen Dyspnoe (Giemen) und akuter Lungenblähung auftreten (Böcker 
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2001). Mittlerweile wird das Asthma bronchiale jedoch als eine chronisch entzündliche Erkran-
kung der Atemwege mit bronchialer Hyperreaktivität und variabler Atemwegsobstruktion (Glo-
bal Initiative for Asthma (GINA), National Asthma Education and Prevention Program (NAEPP) 
2005, reviewed by Yang 2005) angesehen. Asthma gehört wie die allergische Rhinitis und die 
Neurodermitis zum Formenkreis der atopischen Erkrankungen. In mehr als 90% der Fälle ist 
Asthma mit Allergien assoziiert, jedoch nur in 15% ausschließlich allergisch bedingt. Meist han-
delt es sich um ein Mischasthma, das zu fast 90% der Fälle durch virale Infektionen getriggert 
wird (Heymann et al. 2004, Williams et al. 2005). Eine entscheidende Rolle nehmen zudem ei-
nerseits weitere exogene Auslöser wie Pollen, Tierepithelien, Staub, Rauch, kalte Luft und Haus-
staubmilben, sowie andererseits endogene Ursachen wie chemische oder physikalische Irritatio-
nen, psychischer Stress, Sport, Analgetika und familiäre Disposition ein. Mehrere Arbeitsgruppen 
haben gezeigt, dass bei Kindern im Alter von bis zu 3 Jahren ein deutlicher Zusammenhang zwi-
schen dem Hauptsymptom Dyspnoe und einer viralen Infektion sowie deren Hospitalisation be-
steht (Heymann et al. 2004, Jartti et al. 2004, Williams et al. 2005). Beim Vergleich größerer Pa-
tientenkollektive von Patienten im Alter zwischen 3 und 18 Jahren mit dem Symptom der 
Dyspnoe und atypischen Charakteristika wurde von Jartti ein Zusammenhang zu vorhergehenden 
viralen Infektionen beobachtet (Jartti et al. 2004). Es konnte gezeigt werden, dass bei Kindern mit 
bekanntem Asthma bronchiale eine Hypersensitivität des Bronchialbaumes nach einem Infekt der 
oberen Atemwege über 5-11 Wochen nachweisbar ist (Xepapadaki et al. 2005). Neben den be-
kannten respiratorischen Viren wie den RS-, hMP-, Rhino-, Influenza-, Parainfluenza- und Ade-
noviren wurde 2005 von Allander aus Rachenspülwassern ein den Parvoviren zuzuordnendes Vi-
rus entdeckt (Bocavirus) (Allander et al. 2005), das als Trigger einer Exazerbation eines Asthma 
bronchiale zu sehen ist. 
Bei den auf dieser Arbeit basierenden Daten zur Prävalenz des hMPV bei Kindern mit Sympto-
men eines Infektes der oberen Atemwege ist es gelungen, einen neuen, noch nicht beschriebenen 
hMPV-Subtyp (hMPV-B1) zu identifizieren (Dissertation Glatzel 2008, Schildgen et al. 2004). 
Bei der Patientin handelte es sich um ein 6,5 Jahre altes Mädchen mit einem in der Vorgeschichte 
bekanntem Asthma bronchiale, das mit einer Dauermedikation mit Budesonid 125µg (1-0-1) be-
handelt wurde. Im Rahmen der Grunderkrankung kam es infolge eines Infektes der oberen Luft-
wege zu einer akuten Exazerbation eines Asthma bronchiale. Zum Zeitpunkt der Einlieferung in 
die Universitäts-Kinderklinik Bonn präsentierte sich die Patientin in reduziertem Allgemein-, 
jedoch gutem Ernährungszustand. Die rektal gemessene Körpertemperatur betrug nach einer 
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30min zuvor verabreichten Gabe von 250mg Acetaminophen 39°C. Neben einem trockenen Hus-
ten und einer Tachydyspnoe von 50 Atemzügen pro Minute (Normwert: 25/min) zeigte sich ein 
verlängertes Expirium mit auskultatorisch deutlich hörbarem Giemen und subkostalen Einzie-
hungen als Zeichen des Einsatzes der Atemhilfsmuskulatur. Bei der durchgeführten Pulsoxy-
metrie bei Raumluft zeigte sich eine Hypoxie bei einer Sättigung von 89%. Die Herzfrequenz 
betrug 120 Schläge pro Minute bei einem Blutdruck von 73/46mmHg, vermutlich bedingt durch 
eine isotone Dehydratation (Na:141mmol/l). Die unmittelbar durchgeführte kapilläre Blutgasana-
lyse zeigte einen normalen pCO2 von 38,7mmHg (Normwert: 32-45mmHg) aufgrund der beste-
henden Hyperventilation. Das im Rahmen der Routine abgenommene Differentialblutbild zeigte 
eine Leukozytose von 13400/mm3. Davon waren 3% eosinophile, 14% stabkernige und 61% 
neutrophile Granulozyten. Das C-reaktive Protein war mit 9,2mg/l leicht erhöht. Die im Plasma 
gemessene IgG-Fraktion war mit 27600IU/ml (Normwert: < 90IU/ml) deutlich erhöht. Die 
durchgeführte Röntgenthoraxaufnahme in zwei Ebenen zeigte perihiläre Infiltrate (Abb. 4) sowie 
eine Überblähung der Lunge, die als Zeichen eines infektexazerbierten Geschehens gesehen wur-
den. Der weitere klinische Verlauf präsentierte sich nach einer entsprechenden Rehydrierung mit 
HD5, einer regelmäßigen intravenösen anti-inflammatorischen Behandlung mit Prednisolon und 
einer kontinuierlichen Inhalation mit bronchodilatatorischen Medikamenten (Salbutamol) über 
einen Zeitraum von mehreren Tagen weitgehend unauffällig. Die zusätzliche Gabe von 2l/min 
Sauerstoff war über 5 Tage nötig. 
Nach 7 Tagen wurde die Patientin unter Fortführung ihrer Therapie in gutem Allgemein- und 
Ernährungszustand entlassen. Anhand der beschriebenen Befunde wurde klinisch von einer typi-
schen RSV-Infektion ausgegangen. 
Die aus den gewonnenen Rachenspülwassern durchgeführten ELISA- und Schnellteste für RSV 
sowie für Influenza Typ A und B waren negativ. Weiterhin wurden die in 3.1.11 beschriebenen 
Zellkulturen mittels der genommenen Proben beimpft. Auch diese zeigten jedoch im Überwa-
chungszeitraum von 4 Wochen keine RSV-, Influenza- oder hMPV-typischen CPE. 
Die hMPV-PCR wurde entsprechend den in dieser Arbeit in Tab. 3 bis Tab. 7 beschriebenen Pro-
tokollen durchgeführt. Die frischen Rachenspülwasser wurden sowohl direkt und bei -20°C als 
auch in Kombination mit dem RNAlater-Puffer (Qiagen) zur PCR eingesetzt. 
Die hMPV-RNS konnte in den frisch verarbeiteten und den mit RNAlater-Puffer versehenen Pro-
ben (Lagerung bei -20°C) nachgewiesen werden. Dies war jedoch nicht bei den Proben ohne 
RNAlater möglich. 
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Bei den verwendeten Primern des N-Gens handelte es sich um die von der Arbeitsgruppe um 
Viazov entworfenen Sequenzen. Das bei der PCR erzeugte Amplifikat wurde in einen Plasmid-
vektor kloniert und anschließend sequenziert (Tab. 10, 11, 12). Bei den erhaltenen Sequenzen 
handelte es sich um hMPV-spezifische Nukleinsäure. Diese Nukleotidsequenzen (hMPV-Bonn-
01) wurden mit allen in der Genbank zu Verfügung stehenden hMPV-Sequenzen verglichen. Je-
doch wurden hierbei keine gänzlich übereinstimmenden Korrelate gefunden, so dass von einem 
neuen Subtyp des hMPV ausgegangen werden musste (Dissertation Glatzel 2008). Der in der 
vorliegendenden Doktorarbeit nachgewiesene hMPV-Subtyp blieb der einzig nachweisbare mög-
liche Auslöser einer akuten Exazerbation eines Asthma bronchiale (Schildgen et al. 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
49 
NLD00-1125-174 TGGGTACAACAACTGCAGTGACACCCTCATCATTGCAACAAGAAATAACA 
AY355324  A  C        C 
AY355328  A  C  C                 T        A             
AY355335  A  C  C                 T           G     G 
Bonn-01     C  C     C    A      GC     AC   G     G C 
APV-C     G     C  A  T  C  T  G  T  TC    GAGG   G GT 
 
NLD00-1175-224 CTGTTGTGTGGAGAAATTCTGTATGCTAAACATGCTGACTACAAATATGC 
AY355324   A                 A        G        T 
AY355328   T        G     A  T  CA       CA    T 
AY355335   T           G     T  CA        A    T 
Bonn-01  CCCC C A     G  C  T  CA G     AA A   C     C C 
APV-C   C  A        G  A        C  G  CA A  T   TC C 
 
NLD00-1225-274 TGCAGAAATAGGAATACAATATATTAGCACAGCTTTAGGATCAGAGAGAG 
AY355324                                   C 
AY355328    T  G                  T        C          A 
AY355335       G     G            T        C          A 
Bonn-01 A     G A   G            T T  G  AAC AA C    A 
APV-C A  T   G       G  G  CG G     CA AC G   G     C TA 
 
NLD00-1275-324 TGCAGCAGATTCTGAGGAACTCAGGCAGTGAAGTCCAAGTGGTCTTAACC 
AY355324  A           A  A        T                 T 
AY355328  A  A      T    A        T        T  G     TC 
AY355335  A  A      T A  A  T     T     G  T  G     TC 
Bonn-01 AA  A    CAGAA  A  GC       C    C   G C  AACG 
APV-C CA        A  A A         T     G  G  G CA  A  G 
 
NLD00-1325-374 AGAACGTACTCTCTGGGGAAAATTAAAAACAATAAAGGAGAAGATTTACA 
AY355324            CT        G          C 
AY355328  A   A     CT A      GGC       G      G     GC G 
AY355335  AG  A      T A      GG      T G      G     G  G 
Bonn-01  AG  A   A GGCA      GGC       GC   AAG     GCAG 
APV-C  AG  A        T     GGGC       GC     G  G  G  G 
 
NLD00-1375-426 GATGTTAGACATACACGGGGTAGAGAAGAGCTGGGTAGAAGAGATAGACAAA 
AY355324                   A        A        G 
AY355328          T     T  A  G  A     T   A       A 
AY355335 A        T     T  A  G  A     T           A 
Bonn-01 A C AA     C   T  A AG  A     AC   A      A C 
APV-C A              T     T  A GA  T   A T     AG T 
 
Tab. 13: Alignment (302 Nukleotide des N-Proteins) des neuen Subtyps im Vergleich mit den vier bisher be- 
  kannten Typen sowie des APV-C 
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Abb. 4: Leichte Überblähung beider Lungenflügel sowie perihiläre Infiltrate im Sinne einer Bronchitis/Peri-
bronchitis, jedoch keine Anzeichen einer Segment- oder Lobärpneumonie (Schildgen, Geikowski et 
al. 2004; zur Verfügung gestellt von Dr. med. A. Simon, Universitätskinderklinik Bonn) 
 
4.2.2 Enzephalitis und hMPV – neuer Subtyp 
Bei der Enzephalitis handelt es sich um eine Entzündung des Gehirns, wobei die graue Substanz 
(Polioenzephalitis), die weiße Substanz (Leukoenzephalitis) oder die des gesamten Gehirns (Pan-
enzephalitis) einschließlich der Meningen (Meningoenzephalitis) betroffen sein können. Ätiolo-
gisch kann eine Enzephalitis viral, bakteriell, mykotisch, reaktiv allergisch oder immunologisch 
bedingt sein. Alle Entzündungen unabhängig ihrer Ätiologie führen im akuten Stadium zu einem 
Hirnödem, das jedoch unterschiedlich stark ausgebildet sein kann. Diese intrakranielle Volumen-
zunahme kann für einen Teil der akuten Symptomatik mitverantwortlich sein und bei einer 
Druckzunahme klinisch im Vordergrund stehen. Als Komplikationen können im Anschluss an 
eine Entzündung Epilepsien, Verklebungen, Hirnnervenausfälle und persistierende neurologische 
Defizite entstehen. 
Der häufigste Infektionsweg von Viren in das Zentrale Nervensystem verläuft über den Blutweg 
(hämatogene Streuung). Die Viren dringen häufig über regionale Lymphabflusswege in den Blut-
kreislauf ein. Primäre Entzündungsquellen sind meist Infektionen des Respirations- oder 
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Gastrointestinaltraktes, aber auch ein perkutanes Eindringen (Zeckenstich) ist möglich. Weitere 
Möglichkeiten bestehen in einer zentripetalen Ausbreitung über axonalen Transport (Rabiesvirus) 
oder nach Primärinfektionen der Haut und Schleimhäute (Herpes-simplex-Virus). 
Zur Gruppe der DNS-Viren, die eine Enzephalitis verursachen können, gehört die Familie der 
Herpesviren. Zu den RNS-Viren, die eine Enzephalitis auslösen können, gehört neben zahlrei-
chen anderen die Familie der Paramyxoviridae (vgl. 2.7.2, 2.7.3). 
In einem Fall handelte es sich um einen 14 Monate alten Jungen, der aufgrund eines Hirnödems 
im Zuge einer Enzephalitis verstorben ist. Die folgenden Daten zu Epikrise und Verlauf wurden 
von den behandelnden Ärzten der Universitätskinderklinik Bonn (stellvertretend Dr. med. A. Si-
mon) erhoben und ebenso wie die Befunde und Aufnahmen des Radiologischen Institutes des 
Universitätsklinikums Bonn (Dr. med. M. Born) freundlicherweise für die vorliegende Arbeit zur 
Verfügung gestellt. 
Die notfallmäßige Aufnahme in die Kinderklinik erfolgte beim ersten fieberhaften (39°C), un-
komplizierten, generalisierten tonisch-klonischen Krampfanfall (Beginn: ca. 30min vor der Ein-
lieferung), der durch 2 rektale Gaben Diazepam (5mg) nicht sistierte. Der Patient präsentierte 
sich in einem reduzierten Allgemein-, jedoch gutem Ernährungszustand. Er reagierte weder auf 
verbale noch taktile Reize. Neurologisch zeigte der Patient anfänglich eine Blickdeviation nach 
kranial, die sich dann in eine Blickstarre ohne jegliche Deviation wandelte. Licht- und Konver-
genzreaktion  waren  bei  fixierter  Pupille  (3-4mm)  aufgehoben.  Bei  der  pädiatrischen  Untersu-
chung wurde eine gute Durchblutung der Extremitäten bei einer Pulsfrequenz von 140 Schlägen 
pro Minute (Normwert: 80-150) und einer Sauerstoffsättigung bei Raumluft von 93% festgestellt. 
Die weitere körperliche Untersuchung zeigte weder Petechien noch Zeichen der Dehydratation; 
die Lunge war seitengleich belüftet und ohne Rasselgeräusche. Die Herzaktion war rhythmisch, 
die Herztöne rein und ohne vitientypische Herzgeräusche. Das Abdomen präsentierte sich weich, 
ohne Abwehrspannung oder Resistenzen. Milz und Leber waren palpatorisch unauffällig. Anam-
nestisch bestanden seit 2 Tagen Zeichen eines leichten respiratorischen Infektes (Rhinitis, Pha-
ryngitis, trockener Husten). Weiterhin hatte sich der Patient an diesem Morgen einmalig überge-
ben und danach jegliche Nahrungsaufnahme verweigert. Am Abend kam es dann zu einem ra-
schen Fieberanstieg mit beschriebener Krampfsymptomatik. 
Bei dem Patienten handelte es sich um ein ehemaliges Frühgeborenes der 34. Schwangerschafts-
woche (Geburtsgewicht 2300g). Aufgrund eines frühzeitigen Blasensprungs der Mutter wurde 
das Kind über einen längeren Zeitraum antibiotisch behandelt. Eine Neugeboreneninfektion war 
  
52 
nicht aufgetreten. Die Neugeborenenperiode verlief unauffällig, bis auf eine mäßige Entzugssym-
ptomatik (Reizbarkeit, rege Darmperistaltik), die auf einen Nikotinabusus der Mutter in der 
Schwangerschaft zurückzuführen war. Im 9. Monat wurde vom behandelnden Pädiater eine de-
zente muskuläre Hypotonie festgestellt, die jedoch nicht weiter abgeklärt wurde. Die sowohl un-
mittelbar als auch 2 Wochen nach der Geburt durchgeführten Hirnsonogramme zeigten einen 
Normalbefund. 
Nach der intravenösen Gabe von Diazepam, Clonazepam, Phenobarbital und Lorazepam kam es 
nach ca. 2 Stunden zu einer Besserung der klinischen Symptomatik. Das Kind war kreislaufstabil 
und bei 2l/min Sauerstoff war die Sauerstoffsättigung bei 100%. Zu diesem Zeitpunkt wurde der 
Glasgow coma scale (GCS) mit 10 bewertet. Die durchgeführte Lumbalpunktion zeigte eine Ple-
ozytose, Glukose 4,6mmol/l (Normwert: 2,7-4,8mmol/l) und leicht erhöhte Proteine von 
116mg/dl (Normwert: <45mg/l). Die Blutentnahme zeigte keine auffälligen Werte, die für ein 
entzündliches Geschehen sprachen (Tab. 14). 
 
 
Parameter 
 
Wert 
 
Referenz 
 
Hämoglobin 
 
11,2 g/dl 
 
11-14,4 g/dl 
Thrombozyten 264/mm3 286-509/mm3 
Leukozyten 5,700/mm3 6,000-17,500/mm3 
Neutrophile 47% 55%-75% 
Stabkernige 8% 2%-8%  
Lymphozyten 37% 20%-40% 
Monozyten 7% 0%-12% 
Eosinophile 1% 0%-7% 
c-reaktives Protein  1 mg/l 0-3 mg/l 
Ammoniak 43 µmol/l 15-55 µmol/l 
 
Tab. 14: Laborparameter des Patienten 
 
Das Elektroenzephalogramm (EEG) zeigte generalisierte slow-wave-Komplexe, jedoch keine 
typische Anfallsaktivität. 
Als Initialtherapie wurde eine antibiotische Dreiertherapie mit Ceftriaxon (3. Generation Cepha-
losporin), Ampicillin (Aminopenicillin) und Gentamicin (Aminogykosid) sowie eine antivirale 
Therapie mit Aciclovir begonnen. 
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Zwölf Stunden nach Einlieferung zeigte die durchgeführte Magnetresonanztomographie (MRT) 
multiple kortikale und subkortikale Läsionen im Sinne einer Meningoenzephalitis (Abb. 5) noch 
unbekannten Ursprungs. In den darauffolgenden 4 Stunden kam es zu einer weiteren Verschlech-
terung des Patienten, so dass der GCS mit 5 bewertet wurde. Die Pupillen waren lichtstarr mit 
einem Durchmesser von 8mm. Es erfolgte die Intubation und künstliche Beatmung. Nach insge-
samt 24 Stunden kam es zur Verlegung auf die Intensivstation. Hier wurde ein externer ventriku-
lärer Shunt angelegt. Der Patient war nun komatös (GCS: 5), er zeigte sowohl keinerlei Reaktion 
auf von außen gesetzte Schmerzreize als auch fehlende Kornealreflexe sowie lichtstarre Pupillen 
bei einem Durchmesser von 5mm. Die rektal gemessene Temperatur betrug 32°C. Die Herzakti-
on war arhythmisch mit einer Frequenz von 90 Schlägen pro Minute bei einem arteriell gemesse-
nen Blutdruck von 29mmHg. Durch eine Röntgenaufnahme des Thorax in 2 Ebenen konnte die 
korrekte Lage des zentralen Venenkatheters und des Tubus bestätigt sowie pneumonische In-
filtrate der Lunge ausgeschlossen werden. Auch nach Stabilisierung der Kreislaufsituation kam es 
zu keiner Besserung. Die 2 Tage nach dem MRT durchgeführte Computertomographie (CT) 
(Abb. 6) zeigte multiple hypodense Läsionen und Zeichen eines generalisierten Hirnödems sowie 
einer im MRT noch nicht vorhandenen hyperdensen arachnoidalen Anreicherung. Der über das 
externe Ventil gemessene Hirndruck war mit 90cm H2O (Normwert: 8-14cm H2O) dauerhaft er-
höht. Die wiederholt abgenommenen Blut-, Urin- und Liquorproben sowie entnommenes Hirn-
gewebe und die Spitze des externen Ventils zeigten weder in den angelegten Zellkulturen noch in 
der PCR Anzeichen für ein virales Geschehen (Tab. 15a, Tab. 15b). 
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HSV (PCR) 
 
- 
 
- 
 
- 
 
x 
 
- 
 
- 
 
- 
 
nested-PCR 
Zellkultur 
 
+ 
Gehirn 
und 
Liquor 
VZV (PCR) - - x x x x x nested-PCR 
Zellkultur 
+ 
Gehirn 
und 
Liquor 
Adenovirus 
(PCR) 
x - - - - - - nested-PCR - 
HHV-6 (PCR) x - - - - - - nested-PCR - 
HBV (PCR) x - - - - - - nested-PCR - 
HCV (PCR) x - - - - - - nested-PCR - 
ParvoB19 
(PCR) 
x - - - - - - nested-PCR - 
CMV (PCR) x - - - - - - nested-PCR 
Zellkultur 
- 
Enterovirus 
(PCR) 
x - - - x - x RT-PCR Zell-
kultur 
x 
RSV (Anti-
gen) 
x x x x x - x Antigen ELISA x 
RSV-
Zellkultur 
x - - - - - - Zellkultur - 
Influenza A+B x - - - - - - Zellkultur - 
Mumps x - - - - - - Zellkultur anamnes-
tisch 
ausge-
schlossen 
Masern x - - - - - - Zellkultur keine 
Symptome 
 
x: wurde nicht durchgeführt 
Tab. 15a: Durchgeführte virologische Untersuchungen des Probenmaterials; zur Verfügung gestellt vom 
  virologischen Institut der Universitätsklinik Bonn 
 
 
 
  
55 
 
 
 
 
Virus 
 
Li
qu
o
r 
 
G
eh
irn
 
 
Le
be
r 
 
M
ilz
 
 
N
ie
re
 
 
Lu
n
ge
 
 
H
er
z 
 
M
et
ho
de
 
 
V
o
r 
 
To
de
se
in
tr
itt
 
 
ge
te
st
et
 
 
hMPV (PCR) 
 
- 
 
+ 
 
x 
 
x 
 
x 
 
+ 
 
x 
 
RT-PCR 
 
- 
hMPV (PCR 
von Zellkul-
tur- 
überstand) 
- + x x x + x RT-PCR 
von Vero-
Zellkulturüber-
stand 
- 
 
x: wurde nicht durchgeführt 
Tab. 15b: Durchgeführte virologische Untersuchungen des Probenmaterials 
 
Durch  die  breit  angelegte  Stoffwechseldiagnostik  konnte  ein  angeborenes  metabolisches  Syn-
drom ausgeschlossen werden. Ein Battered-child-Syndrom war auf Grund der unauffälligen ra-
diologischen und ophthalmologischen Ergebnisse nicht anzunehmen. 
Nachdem es innerhalb von 10 Tagen zu keiner klinischen Besserung der bestehenden Symptoma-
tik kam, wurde der Patient extubiert und verstarb kurze Zeit später auf der Intensivstation. Eine 
Autopsie zur Klärung der Todesursache wurde durchgeführt. 
In Rücksprache mit den behandelnden Ärzten, die für die Erstversorgung und für die weitere in-
tensivmedizinische Betreuung (Neurochirurgie, Neuroradiologie, Neuropädiatrie) des Patienten 
verantwortlich waren, wurde eine Enzephalitis als Ursache der klinischen Symptomatik ange-
nommen. Differentialdiagnostisch wurde aufgrund der radiologischen Ergebnisse (Abb. 4, 5, 6) 
ein Hirnödem in Folge eines Status epilepticus, einer Hyperpyrexie, Dehydratation oder Hypox-
ämie in Betracht gezogen, jedoch als unwahrscheinlich beurteilt. 
Bei der Bearbeitung der Proben von Gehirn, Lunge, Leber, Niere, Herz sowie Serum und Liquor 
konnte mittels RT-PCR (Tab. 4-7) in den Gewebeproben des Gehirns und der Lunge hMPV-RNS 
nachgewiesen wurden (Abb. 7) Darüber hinaus wurde die hMPV-RNS im Überstand von Vero-
Zellen des Lungenpräparates nach 3 Wochen Inkubation reproduzierbar nachgewiesen. Die Vero-
Zellen gehören zu den in der Routine eingesetzten Zellkulturen, die bei einem Verdacht auf virale 
Enzephalitis verwendet werden. Es wurde innerhalb von 3 Wochen kein für das hMPV oder ein 
anderes Virus typischer CPE in Zellkulturen gefunden. 
Die jeweiligen Amplifkate der hMPV-RNS von Gehirn, Lunge und Zellkulturüberstand wurden 
entsprechend den in Kapitel 3 erläuterten Methoden aufgearbeitet und sequenziert (Tab. 16) und 
mit den im Labor des Virologischen Instituts der Universitätsklinik Bonn bislang ermittelten 
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hMPV-Alignments verglichen. Dadurch konnte eine Kontamination ausgeschlossen und die 
Verwandtschaft der gefundenen hMPV-RNS bewiesen werden. 
 
NLD00-1125-179 TGGGTACAACAACTGCAGTGACACCCTCATCATTGCAACAAGAAATAACACTGTT 
Gehirn                                                  G      
Lunge                                                  G      
Zellkultur                                                  G      
 
NLD00-1180-234 GTGTGGAGAAATTCTGTATGCTAAACATGCTGACTACAAATATGCTGCAGAAATA 
Gehirn                                  T G                    
Lunge                                  T G                    
Zellkultur                                  T G                    
 
NLD00-1235-289 GGAATACAATATATTAGCACAGCTTTAGGATCAGAGAGAGTGCAGCAGATTCTGA 
Gehirn                                   
Lunge    T                                              
Zellkultur  
 
NLD00-1290-344 GGAACTCAGGCAGTGAAGTCCAAGTGGTCTTAACCAGAACGTACTCTCTGGGGAA 
Gehirn                                     C  
Lunge                                 
Zellkultur                                               
 
NLD00-1345-399 AATTAAAAACAATAAAGGAGAAGATTTACAGATGTTAGACATACACGGGGTAGAG 
Gehirn  G                                                      
Lunge  G                                                     
Zellkultur  G                                                   
 
NLD00-1400-426 AAGAGCTGGGTAGAAGAGATAGACAAA 
Gehirn          A                  
Lunge          A                
Zellkultur          A                
 
Tab. 16: Alignment des hMPV (302 Nukleotide des N-Proteins) der Proben des Gehirns, der Lunge und des  
  Zellkulturüberstandes der Vero-Zellen. NLD00-1 wurde als Referenzsequenz gebraucht. 
 
Die histologische und immunhistochemische Aufarbeitung der Gewebeproben, die freundlicher-
weise vom Pathologischen Institut des Universitätsklinikums Bonn (Prof. Dr. med. G. Knöpfle) 
zur Verfügung gestellt wurde, zeigte deutliche Zeichen der Inflammation. Im Lungengewebe 
fand sich ein bronchioalveoläres Exsudat mit Entzündungszellen, welches die Alveolen zum Teil 
atelektatisch verschloss. Die Wände der Bronchiolen waren verdickt und das auskleidende Epi-
thel ödematös und teilweise destruiert. Die Meningen waren verdickt mit Fibrin- und Erythrozy-
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tenauflagerungen sowie diffus durchsetzt von Neutrophilen, Granulozyten und Makrophagen. Bei 
der immunhistologischen Untersuchung konnten keine hMPV-Antigene nachgewiesen werden. 
 
A  B  
Abb. 5: Axial T1 gewichtete MRT Bild (A), coronal FLAIR (fluid attenuated inversion recovery) (B); deutliche 
signalreiche kortikale und subkortikale Läsionen als Zeichen einer ausgeprägten Enzephalitis (Schild-
gen et al. 2005; zur Verfügung gestellt von Dr. med. M. Born, Radiologisches Institut des Universitäts-
klinikums Bonn) 
 
 
 
Abb. 6: CT Bilder 2 Tage nach erfolgtem MRT. Hypodense Läsionen als Zeichen eines generellen Hirnödems 
(Mark und Rinde); hyperdense Anreicherung im Arachnoidalraum, die im MRT noch nicht gesehen 
wurde (Schildgen et al. 2005; zur Verfügung gestellt von Dr. med. M. Born, Radiologisches Institut 
des Universitätsklinikums Bonn) 
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Abb. 7: Auf 2% Agarosegel aufgetragene PCR-Produkte des Vero-Zellkulturüberstandes (Spur 2), Liquor 
(Spur 3), Gehirn (Spur 4), sowie Plasmid-Positivkontrollen (Spur 6-8) und Negativkontrolle (Spur 9) 
 
4.2.3 Akute Otitis media (AOM) und hMPV 
Bei der Otitis media acuta handelt es sich um eine ein- oder beidseitige seröse bis eitrige Entzün-
dung der Mittelohrräume, die vor allem bei Säuglingen und Kleinkindern bevorzugt in den Win-
termonaten auftritt. Meist liegt begleitend ein Infekt der oberen Atemwege (Rhinopharyngitis) 
vor (Heikkinen et al. 1999). Hämatogene Infektionen dagegen sind eher selten. Ursächlich hierfür 
sind eine erhöhte immunologisch bedingte Infektanfälligkeit der beschriebenen Altersgruppe so-
wie anatomische Besonderheiten wie eine kurze und noch weite Tuba auditiva und in diesem 
Alter häufig vergrößerte Rachenmandeln (Adenoide), die eine aufsteigende Infektion aus dem 
Nasen-Rachen-Raum begünstigen. Infekte der oberen Atemwege gehen mit einem Stromaödem 
der Schleimhaut (vgl. Kapitel 2) der Tuba auditiva einher, was zu einer Funktions- bzw. Belüf-
tungsstörung, dem Tubenkatarrh, führt (Corbell et al. 2004, Heikkinen et al. 1999). Dies erleich-
tert eine Sekundärinfektion einer primär meist viral bedingten Otitis media. Bei der eitrigen aku-
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ten Form finden sich im Erregerspektrum Streptokokken der Gruppe A, Pneumokokken und Hä-
mophilus. Bei der chronischen Form hingegen stehen Spezies von Proteus, E. coli und Pseudo-
monas aeruginosa im Vordergrund. Komplikationen bestehen bei einer nicht adäquaten Behand-
lung in einer Fortleitung in die Schädelhöhle mit der Gefahr der Meningitis, otogenen Sepsis, 
Petrositis, Thrombophlebitis des Sinus sigmoideus, Labyrinthitis, Destruktion des Nervus facia-
lis, Epidural-, Subdural- und multiplen Hirnabszessen (American Academy of Pediatrics (AAP) 
Subcommittee on Management of Acute Otitis Media 2004). 
Die bisherigen Veröffentlichungen zu diesem Thema beschränken sich vor allem auf den Nach-
weis viraler Infektionen wie des RS- und Rhinovirus (Corbell et al. 2004, Heikkinen et al. 1999, 
Monobe et al. 2003). Das in dieser Arbeit untersuchte Kollektiv bestand aus Rachenabstrichen (n 
= 104) von Patienten im Alter von 1-10 Jahren (Mittelwert: 4 Jahre), die die Symptome und klini-
schen Befunde einer AOM (plötzlicher Beginn, Ohrenschmerzen, Rötung und Gefäßinjektion der 
Membrana tympani (Trommelfell), eingeschränkte Beweglichkeit, Erguss, Spiegelbildung und 
Vorwölbung des Trommelfells) zeigten. Die Diagnose dieser erfolgte in einer pädiatrischen Arzt-
praxis (vgl. 3.1.9.2) anhand der Definition der AAP zur AOM (2004). Die Mehrheit der Patienten 
befand sich im Kindergartenalter zwischen 3 und 4 Jahren. 81% hatten das 5. Lebensjahr noch 
nicht beendet. 49 (= 47,11%) waren männlichen und 55 (= 52,89%) weiblichen Geschlechts. Die 
Untersuchungsmaterialien wurden im Zeitraum vom 01.11.2003 bis zum 31.03.2004 gesammelt. 
Der Rachenabstrich erfolgte mit einem Watteträger durch den Pädiater von der Pars oralis pha-
ryngis. Die Lagerung des Watteträgers erfolgte in 3ml RNAlater-Puffer in einem 15ml Sammel-
röhrchen bei 4°C im Kühlschrank. Keiner der Patienten zeigte in seiner Krankengeschichte weder 
eine chronische Otitis noch ein anderes chronisches Krankheitsbild. Die RNS-Extraktion sowie 
die RT-PCR erfolgten nach den Herstellerangaben und den Protokollen der Tab. 3 bis 7. Jedoch 
wurden 15µl aus 30µl Eluat für die RT-PCR eingesetzt. Als Kontrollgruppe dienten 632 Rachen-
spülwasser von Patienten mit einem respiratorischen Infekt der oberen Atemwege (Dissertation 
Glatzel 2008). 
Insgesamt konnten bei 14 Patienten (= 13,46%) mit einer AOM hMPV-RNS nachgewiesen wer-
den. Bei der Kontrollgruppe hingegen waren 88 Patienten (= 17,9%) positiv für hMPV-RNS, 
davon zeigten 13 Patienten (= 14,77%) die Symptome einer AOM. 
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5 Diskussion 
Nach der momentan zur Verfügung stehenden Datenlage ist die häufigste Diagnose anhand der 
klinischen Symptomatik wie Husten, Tachypnoe, Giemen, Einziehungen, inspiratorische Rassel-
geräusche und Fieber bei hMPV-positiven Patienten ein Infekt der oberen Luftwege, obstruktive 
Bronchitis, Bronchiolitis, Pneumonie, subglottische Laryngitis (Krupp), Asthma bronchiale mit 
Infektexazerbation oder eine AOM. Bei der retrospektiven Studie unserer Arbeitsgruppe (vgl. 
auch Dissertation Glatzel 2008) konnten unter 632 untersuchten Rachenspülwassern 88 Proben (= 
17,9%) mittels RT-PCR als hMPV-positiv identifiziert werden. Dabei fielen bei Einsicht in die 
jeweilige klinische Symptomatik der Patienten, die im Ergebnisteil beschriebenen 2 Einzelfälle 
auf. Denn hier waren zum einen ein Patient mit einer Enzephalitis unklarer Genese, zum anderen 
eine akute Exazerbation eines Asthma bronchiale mit vorher bekanntem Infekt der oberen Atem-
wege beschrieben. Gleichzeitig lag der Prozentsatz an Patienten, die klinisch an einer AOM er-
krankt waren, bei 14,77%. Die bisherigen Veröffentlichungen zu diesem Thema beschränkten 
sich vor allem auf den Nachweis viraler Infektionen wie die mit RSV und Rhinoviren (Corbell et 
al. 2004, Heikkinen et al. 1999, Monobe et al. 2003).  
 
5.1 hMPV und Asthma 
Virale  Infektionen  der  Atemwege  stehen  in  einem  engen  Zusammenhang  mit  rezidivierenden 
Atemwegsobstruktionen bei Klein- und Asthma bei älteren Kindern (Arruda et al. 2005). Anhand 
der Möglichkeiten der PCR konnte gezeigt werden, dass ein Großteil der akuten Exazerbationen 
eines Asthma bronchiale bei Kindern und annähernd bei 50% der Erwachsenen viraler Genese 
sind (Nicholson et al. 1993, Johnston et al. 1995). Auch das Auslösen einer dem Asthma ähnli-
chen klinischen Symptomatik im Alter bis 3 Jahre mit einer daraufhin verbundenen Hospitalisati-
on sind häufig (Heymann et al. 2004, Jartti et al. 2004, Jartti et al. 2002, Williams et al. 2005). 
Bei der Mehrheit der Kinder im Alter zwischen 3 und 18 Jahren mit einer obstruktiven Sympto-
matik zeigten sich atopische Charakteristika. Diese sind zum einen ein Risikofaktor für die 
Hospitalisation, zum anderen Ausdruck der antiviralen Immunantwort. Vor allem RSV und Rhi-
noviren scheinen für einen großen Teil der durch virale Infektionen getriggerten Episoden ver-
antwortlich zu sein (Ogra et al. 2004, Heymann et al. 2004). So konnte bei Patienten mit einem 
bekannten Asthma bronchiale eine Übererregbarkeit des Respirationstraktes nach einem „bana-
len“ Virusinfekt noch bis zu 11 Wochen später nachgewiesen werden (Xepapadaki et al. 2005). 
Risikofaktoren wie Frühgeburtlichkeit und deren Folgen, kongenitale Herzfehler, chronische 
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Lungenerkrankungen oder Immundefekte nehmen eine weitere wichtige Rolle ein. Verschiedene 
Arbeitsgruppen zeigten einen Zusammenhang zwischen Infektionen des unteren Respirationstrak-
tes mit RSV und einer bronchialen Hyperreagibilität, obstruktiven Bronchitis und Asthma bron-
chiale bei Kindern im Schulalter (Schauer et al. 2002, Sigurs et al. 1995, Sigurs et al. 2005, Stein 
et al. 1999). Kinder mit wiederholt obstruktiven Episoden nach der ersten RSV-Infektion zeigen 
erhöhte IgE-Werte gegen Respiratorische- und Nahrungsallergene (Schauer et al. 2002, Sigurs et 
al. 1995). Eine Assoziation von hMPV und Asthma Exazerbationen ist bisher Bestandteil kontro-
verser Diskussionen. Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit konnte in einem Fall hMPV bei 
einem 6,5 Jahre alten Mädchen mit akuter Exazerbation eines bekannten Asthma bronchiale 
nachgewiesen werden (Schildgen et al. 2004). Dieser Fall dokumentiert eindrücklich, dass Klinik 
und Verlauf einer hMPV-Infektion nicht von denen einer RSV-Infektion zu unterscheiden sind. 
Deutlich wurde zudem, dass das hMPV in der Lage ist, als Trigger einer chronisch entzündlichen 
Lungenerkrankung zu fungieren. Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen entsprechen darüber hinaus 
den gewonnenen Erkenntnissen. 
Der Gruppe um Jartti gelang es im Jahr 2002 mittels PCR bei 10 von 132 Kindern (= 9%) im 
Alter von 4-13,5 Jahren mit asthma-ähnlichen Symptomen das hMPV nachzuweisen. Von diesen 
10 Kindern wurde bei 5 klinisch eine Bronchiolitis beobachtet. Das Bild einer obstruktiven Bron-
chitis zeigten 4 Kinder und bei einem Patienten wurde die Erstdiagnose eines akuten Asthma 
bronchiale gestellt (Jartti et al. 2002). Bei dieser Studie galten schwere chronische Allgemeiner-
krankungen – außer Asthma bronchiale – sowie die inhalative Behandlung mit Glucokortikoiden 
als Ausschlusskriterium. Dahingegen konnte die Gruppe um Rawlinson im Dokumentationszeit-
raum 2001-2002 (Sommer/Winter) keine vermehrten hMPV-Infektionen in Zusammenhang mit 
einem Asthma bronchiale nachweisen. Der Nachweis von Rhinoviren hingegen war deutlich sig-
nifikant (P = 0,001) mit Asthma korreliert, hMPV konnte lediglich vereinzelt nachgewiesen wer-
den (Rawlinson et al. 2003). In der Studie (n = 48) der vorliegenden Arbeit konnten 3 Fälle nach-
gewiesen werden, bei denen hMPV die gesicherte Ursache der Exazerbation war. Zudem wies sie 
die Ähnlichkeit der klinischen Symptome einer hMPV-Infektion mit denen einer RSV-Infektion 
nach (Schildgen et al. 2005). 
Bei der Betrachtung der Vorgänge der Pathogenese des durch das RSV hervorgerufenen Infektes 
der unteren Atemwege bei Kindern und Erwachsenen und in verschiedenen Tiermodellen kommt 
es zu einer Verschiebung der Immunantwort zu Gunsten der Th2-Leukozyten. Aufgrund der Pro-
duktion und Sekretion von Zytokinen und Chemokinen des Bronchialepithels kommt es zudem 
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zu einer Erhöhung der Konzentrationen von IgE, α2-Makroglobulin und IL4, IL5, IL10 und IL8 
Tumornekrosefaktor α im Bronchialsekret (Contoli et al. 2005, Gern et al. 2005, Montalbano et 
al. 2002, Weinberger 2003, 2004). Auch die Stimulation sensorischer Nervenenden führt durch 
Mediatoren (Tachykinine, Neurokinine) oder durch die Interaktion mit nicht adrenergen oder 
cholinergen Nervenendigungen, die über Stickstoffmonoxid für eine Bronchodilatation zuständig 
sind, zu einer parasympathischen Bronchokonstriktion (Contoli et al. 2005). Diese antivirale Im-
munantwort, initiiert von infizierten Epithelzellen, führt zum einen zur Beseitigung des infektiö-
sen Agens, zum anderen aber zu einer Zunahme der Asthmasymptomatik und der Hyperreagibili-
tät (James, Gern 2003). Die Arbeitsgruppe um Contoli beschrieb virusinduzierte Signaltransduk-
tionswege über Adhäsionsproteine (ICAM-1), verschiedene intrazelluläre Produkte, die zu einer 
Aktivierung von Proteinkinase R, nukleärem Faktor кB und p38 (mitogen aktivierte Proteinkina-
se) und letztlich zu einer vermehrten Bildung proinflammatorischer Proteine, Kolonie-
stimulierender Faktoren und zu Adhäsionsproteinen führt (Contoli et al. 2005). Lemanske unter-
suchte prospektiv die Rolle von Infektionen mit Rhinoviren bei Kindern mit allergisch geneti-
schem Hintergrund von 0 bis 3 Jahren. Hierbei zeigte sich, dass eine Rhinovirus-Infektion inner-
halb  des  ersten  Lebensjahres  für  weitere  obstruktive  Episoden  prädisponiert  (Lemanske  et  al. 
2005). Es wird vermutet, dass insbesondere das RSV für einen großen Teil der akuten Episoden 
bei einem Asthma bronchiale (70%) verantwortlich ist (Gern 2004, Ogra et al. 2004). Ähnliche 
Effekte wurden auch bei der Bronchiolitis durch Rhinoviren gesehen (Jartti et al. 2005). Juntti et 
al. (2005) zeigten, dass Kinder mit Asthma bronchiale, die innerhalb des ersten Lebensjahres in 
einer Klinik auf Grund einer RSV-Infektion behandelt wurden im Vergleich mit asthmatischen 
Kindern, die nicht an einer RSV-Infektion erkrankt waren, unterschiedlich hohe Werte von Inter-
feron γ und ICAM-1 (CD54) zeigten. Es wird davon ausgegangen, dass der chronische Inflamma-
tionszustand durch das epitheliale Adhäsionsmolekül ICAM 1 bei Patienten mit Asthma bronchi-
ale zusätzlich gesteigert wird. Zudem steht die Frage offen, ob schwere Infektionen im Säug-
lingsalter zur Entstehung einer anhaltenden bronchialen Hyperreagibilität oder eines Asthma 
bronchiale im weiteren Lebensverlauf prädisponieren. 
Zusammenfassend lässt sich auf Grund der bisherigen epidemiologischen Daten feststellen, dass 
respiratorische Viren und somit auch das hMPV die häufigsten Auslöser für Exazerbationen eines 
akuten Asthma bronchiale Anfalls darstellen. Experimentelle Infektionen mit respiratorischen 
Viren bei humanen Probanden mit und ohne Asthma-Krankengeschichte haben gezeigt, dass der 
Entstehungsmechanismus multifaktorieller Genese ist (Yang 2000) und zudem keine wesentli-
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chen Unterschiede in der antiviralen, epithelialen Antwort zeigt. So werden in den unteren A-
temwegen unterschiedliche proinflammatorische Moleküle gebildet (Zytokine, Interleukine, 
Chemokine, Adhäsionsmoleküle), die jedoch meist nicht spezifisch für ein spezielles Virus sind, 
sondern  bei  jedem  Virus  ähnlich  ablaufen.  Somit  kann  davon  ausgegangen  werden,  dass  das 
hMPV genauso in der Lage ist, eine Asthma-Exazerbation auszulösen, wie es z.B. bisher bei den 
am häufigsten nachgewiesenen Rhinoviren oder RSV der Fall ist. Doch ob hMPV häufiger mit 
Asthma-Exazerbationen assoziiert ist als andere Viren, ist anhand der spärlichen Datenlage noch 
unklar. 
 
5.2 hMPV und Otitis media 
Die Diagnose der AOM wird zum Teil auch heute noch als eine hauptsächlich durch Bakterien 
ausgelöste Infektion angesehen, obwohl Studien über die letzten Jahrzehnte eine Verbindung 
zwischen einer AOM und viralen, respiratorischen Erregern gezeigt haben. So wurden deutliche 
Zusammenhänge zwischen saisonalen Höhepunkten respiratorischer Viren und Otitis media 
(Hendersen et al. 1986) ebenso wie Fallstudien zu viral ausgelösten Otitiden dokumentiert 
(Chonmaitree et al. 1986, Heikkinen et al. 1999). Der finnischen Arbeitsgruppe um Nokso-
Koivisto gelang 2004 anhand zweier groß angelegter Kohortenstudien zu zeigen, dass die AOM 
bei 54%-67% der Patienten primär viralen Ursprungs ist. Hierbei machten Rhinoviren mit 32%-
41% den größten Anteil aus. Das RSV als zweithäufigster Erreger wurde in 9%-10% der Fälle 
nachgewiesen. In dieser Studie war das hMPV nicht Teil der durchgeführten Diagnostik. 
In dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv von n=104 konnte bei 14 Patienten (13,46%) das 
hMPV nachgewiesen werden. In der Kontrollgruppe n=637 konnte bei 88 Patienten (13,81%) das 
hMPV mittels RT-PCR detektiert werden. Bei dem zu untersuchenden Kollektiv hatten 81% der 
Patienten das 5. Lebensjahr noch nicht beendet und lagen somit im Hauptinfektionsalter für das 
hMPV. Der Probenzeitraum erstreckte sich vom 01.11.2003 bis zum 31.03. 2004 und lag damit 
im saisonalen Höhepunkt respiratorischer Infekte. 
Verglichen mit den Ergebnissen der Studie von Nokso-Koivisto konnte gezeigt werden, dass die 
Infektion mit dem hMPV in Verbindung mit einer AOM mindestens genauso häufig beteiligt ist 
wie eine Infektion mit dem RSV. Zudem unterstützt es die von Wilkesmann et al. (2006) anhand 
der in dieser Doktorarbeit präsentierten Daten aufgestellte These, dass die Symptomatik und Kli-
nik einer RSV- und einer hMPV-Infektion nicht zu unterscheiden sind. 
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Weitere Studien zu diesem Themengebiet zeigten unterschiedliche Ergebnisse. So konnten bei 
Boivin et al. (2003 von 12 Patienten (50%) mit der epikritischen Hauptdiagnose einer AOM eine 
hMPV-Infektion nachgewiesen. Jedoch muss hierbei bedacht werden, dass die Fehlerrate bei ei-
ner so kleinen Probandenanzahl enorm hoch sein kann. Das Alter der Patienten in dieser Studie 
lag bei bis zu 3 Jahren. Die Proben wurden auch hier während des saisonalen Höhepunktes (De-
zember bis April) gesammelt. McAdam et al. (2004) wiesen dagegen eine hMPV-Infektion ledig-
lich bei 5,8% der Patienten mit einer AOM nach (n=54). Das Einschlussalter der Patienten lag 
hierbei jedoch bei bis zu 18 Jahren. Mullins et al. testeten 2004 mittels RT-PCR 26 von 668 Pro-
ben positiv auf hMPV (= 3,9%). Bei 4 dieser Patienten (= 15,4%) ließ sich in der Epikrise ledig-
lich eine AOM nachweisen. Das hierbei untersuchte Patientenkollektiv zeigte die Symptome ei-
nes Infektes der oberen Atemwege, alle Patienten waren hospitalisiert und hatten das 5. Lebens-
jahr noch nicht überschritten. Der Probenzeitraum umfasste die Monate von August 2000 bis 
September 2001. 
Sämtliche der hier vorgestellten und zu diesem Thema bisher veröffentlichen Daten weisen ein-
deutig auf einen Zusammenhang zwischen einer Beteiligung des hMPV bei der Entstehung einer 
primären AOM hin. Darüber hinaus lassen sich anhand der finnischen Studie von Nokso-Koivisto 
Rückschlüsse in Klinik und Symptomatik im Vergleich mit dem RSV ziehen.  
So kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass hMPV-Infektionen bei Kindern keinesfalls 
milder und insbesondere im Bezug auf eine AOM weniger häufig auftreten als RSV-Infektionen. 
 
5.3 hMPV und Enzephalitis 
Der in dieser Arbeit vorgestellte Fallbericht einer letal endenden Enzephalitis, vermutlich ausge-
löst durch eine Infektion mit dem hMPV, ist der erste publizierte Fall einer im Gehirn nachgewie-
senen hMPV-Infektion (Schildgen et al. 2005). Neben dem Nachweis des Virus mittels RT-PCR 
aus Gehirn- und Lungenmaterial des Patienten bestehen noch weitere Hinweise auf einen Zu-
sammenhang zwischen einer Enzephalitis und dem neu entdeckten Paramyxovirus. So zeigten 
Chua und auch Paton mit den jeweiligen Arbeitsgruppen sowohl eine ähnliche neurologische Kli-
nik als auch analoge MRT-Befunde bei Patienten mit einer Infektion mit dem Nipah-Virus (Chua 
et al. 1999, Paton et al. 1999), das zur Unterfamilie der Paramyxoviren gehört (Tab. 2). Mittler-
weile gelang es einer Arbeitsgruppe aus Japan in einer über einem Jahr angelegten hMPV-Studie 
einen weiteren Fall einer Enzephalitis bei einem hMPV-positiven Patienten nachzuweisen. Je-
doch wurde hier hMPV nicht aus Liquor cerebrospinalis nachgewiesen sondern lediglich aus ei-
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nem Rachenspülwasser (Kaida et al. 2006). Die beschriebenen Fälle weisen somit auf die Mög-
lichkeit einer systemischen Ausbreitung des hMPV hin. 
Eine endgültige Aussage über die Pathogenese des hMPV in Bezug auf eine neurologische Betei-
ligung und Symptomatik bedarf weiterer Studien in diesem Bereich. Bei dem bisherigen Wissen 
über das Virus ist zu empfehlen, bei jeglichem Verdacht auf ein enzephalitisches Geschehen un-
klarer Genese bei Kindern das hMPV in das Screening der neurotropen Viren mit aufzunehmen. 
Diese Maßnahme könnte das Wissen über die klinischen Aspekte der Pathogenese und Therapie 
des hMPV wesentlich voranbringen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
66 
6 Zusammenfassung und Perspektiven 
Die Ursachen respiratorischer Erkrankungen im Kindesalter sind bei weitem noch nicht vollstän-
dig aufgeklärt. In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe von Viren entdeckt, deren Nachweis 
in Proben des Respirationstraktes mit verschiedenen Erkrankungen assoziiert ist. Das humane 
Metapneumovirus (hMPV) wurde 2001 von der Arbeitsgruppe um van den Hoogen entdeckt (van 
den Hoogen et al. 2001). Es gehört zur Paramyxovirus-Familie und ist eng verwandt mit dem 
Pneumovirus RSV. Als weltweit verbreiteter Erreger viraler Atemwegsinfektionen vor allem im 
Kindes-, aber auch im Erwachsenenalter (Crowe 2004, van den Hoogen et al. 2004, Williams et 
al. 2004) verursacht das hMPV obstruktive Bronchitiden (Jarrti et al. 2002, Schildgen et al. 
2004), Bronchiolitiden und Pneumonien vor allem bei Kleinkindern in den ersten 1,5 Lebensjah-
ren. Eine hMPV-Infektion zeigt eine ähnliche klinische Symptomatik sowie wahrscheinlich eine 
ähnliche Verteilung der Risikofaktoren wie RSV (Ogra 2004). Das Risiko von Komplikationen 
oder einer Hospitalisierung bei einer Infektion mit hMPV scheint bei Kindern mit einer zusätzli-
chen Belastung wie Frühgeburtlichkeit, chronischen Lungenerkrankungen (Ulloa-Gutierrez et al. 
2004), hämodynamisch relevanten Herzvitien oder neuromuskulären Erkrankungen (Panitch 
2004) sowie bei Patienten mit Immunsuppression auf Grund peripherer Stammzell- oder Organ-
transplantation (Ison et al. 2002, Pelletier et al. 2002) höher zu sein.  
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, ein sensitives und für die tägliche klinische Routine prakti-
kables und optimiertes Verfahren zur Gewinnung, Aufbereitung und zum Nachweis von hMPV-
RNS aus Rachenspülwassern, Rachenabstrichen und verschiedenen Geweben einzuführen. Die in 
dieser Arbeit etablierten RT-PCR Protokolle werden seit Anfang des Jahres 2006 bei Patienten 
mit Verdacht auf eine hMPV-Infektion in der Friedrich Wilhelms-Universitätsklinik Bonn routi-
nemäßig und mit Erfolg verwendet. 
Ein weiteres Ziel bestand darin, eine Aussage über die Häufigkeit einer hMPV-Infektion in Kor-
relation zur bestehenden Klinik und Symptomatik im Vergleich mit anderen respiratorischen Vi-
ren zu machen. Insgesamt wurden 743 Patienten-Proben aufgearbeitet und mittels RT-PCR ana-
lysiert und gezielt hMPV-Amplifikate sequenziert. Von diesen 743 untersuchten Proben wurden 
102 (13,7%) positiv auf hMPV-RNS getestet. Bei der Gegenüberstellung der vorhandenen Klinik 
zeigte sich deutlich das breite Spektrum der Pathogenese einer hMPV-Infektion, das von ver-
mehrten Apnoen bei Frühgeborenen, einer leichten katarrhalischen Symptomatik, einer AOM 
über segmentale und lobäre Pneumonien sowie Exazerbationen eines Asthma bronchiale bis hin 
zu einer fatalen Enzephalitis reichte. Deutlich wurde, dass hMPV-Infektionen sogar häufiger auf-
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traten als RSV-Infektionen. Auch die Intensität der Symptomatik der hMPV-Infektion war mit 
der  einer  RSV-Infektion  vergleichbar.  So  konnte  bei  einem  anderen  von  in  einer  ambulanten 
Kinderarztpraxis gesammelten Patientenkollektiv von 104 Patienten mit einer AOM in 13,46% 
das hMPV nachgewiesen werden. Vergleichbare Studien zum RSV zeigten hierbei lediglich 9%-
10%. Zudem wurde anhand einer Fallbeschreibung gezeigt, dass eine akute Exazerbation eines 
Asthma bronchiale auch durch eine Infektion mit dem hMPV ausgelöst sein kann. Erstmalig ist 
es in dieser Arbeit gelungen, bei einem Patienten, der an einer akuten Enzephalitis verstarb, 
hMPV-RNS im Gehirn- und Lungengewebe nachzuweisen. Damit wird nochmals die Relevanz 
einer hMPV-Infektion im klinisch-pädiatrischen Alltag verdeutlicht.  
Aufgrund der Tatsache, dass die ätiologische Zuordnung des hMPV und der zugehörigen Erkran-
kung nicht eindeutig durch klinische oder bildgebende Verfahren möglich ist, kommt der geziel-
ten virologischen Diagnostik große Bedeutung zu. Die bisher zu hMPV-Infektionen vorliegende 
Datenlage beschränkt sich hauptsächlich auf retrospektive Studien. Aus diesem Grund müsste ein 
für jeden zugänglicher, in Sensitivität und Spezifität ausreichender Antigenschnelltest (siehe 
RSV, Influenza A, B) und/oder eine für jede Klinik in die tägliche Routine integrierbare hMPV-
PCR entwickelt werden. Zudem ist eine Weiterentwicklung bereits bestehender Therapiemög-
lichkeiten wie mit Ribavirin oder mit polyklonalem humanen Immunglobulin erstrebenswert, so 
dass neben einer adäquaten Diagnose auch eine wirksame Therapie möglich wäre. Die Weiter-
entwicklung der therapeutischen Möglichkeiten würde die Dauer der stationären Behandlung 
verkürzen und zu einer Abmilderung hMPV-bedingter Langzeitfolgen (rezidivierende Atem-
wegsobstruktionen) führen. Somit könnten sowohl die Belastungen des einzelnen Patienten, als 
auch die immer knapper werdenden Ressourcen des Gesundheitssystems reduziert werden. Zu-
dem würden diese Maßnahmen das Wissen über die klinischen Aspekte, die Epidemiologie, Ätio-
logie und Pathogenese des hMPV wesentlich erweitern und somit die klinische Relevanz und 
Akzeptanz dieses Virus in der Pädiatrie weiter festigen. 
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